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Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic disease characterized by impaired insulin signalling (known 
as insulin resistance) that, together with a progressive loss of pancreatic β-cell function, leads to 
abnormal metabolism of carbohydrates and lipids. As a consequence, T2D patients usually 
present hyperglycaemia, dyslipidaemia, hypertension, chronic low-grade inflammation, and 
atherosclerosis. Although there is an important genetic component in the predisposition to the 
disease, the increasing prevalence of T2D appears to be closely related to obesity, sedentary 
lifestyle, high-calorie diet and ageing. For all these reasons, T2D has become a major health 
problem worldwide, and patients with T2D run a high risk of developing microvascular 
complications (nephropathy, retinopathy and neuropathy) and macrovascular complications 
(cardiovascular disease such as coronary artery disease, peripheral arterial disease, and stroke), 
which substantially limit their quality of life and can lead to irreversible damage, and even 
death.  
Hyperglycaemia is a main driver in the development of T2D-associated vascular complications. 
Thus, an adequate glycaemic control is essential for preventing and delaying the onset of these 
complications. For this purpose, many anti-hyperglycaemic drugs are used to treat T2D patients, 
metformin being the most commonly prescribed. Metformin treatment has been shown not 
only to decrease blood glucose levels and to improve peripheral insulin sensitivity, but also to 
exert beneficial effects on the heart and vasculature. Nevertheless, the mechanisms by which 
metformin exerts these beneficial effects are not fully understood.  
Mitochondria play a crucial role in metabolism, and hence in the progress of metabolic 
disorders such as T2D. These organelles are responsible for ATP production through oxidative 
phosphorylation, a process that leads to reactive oxygen species (ROS) production, especially 
when mitochondrial function is impaired. Variations in mitochondrial DNA (mtDNA) can affect 
mitochondrial function and might enhance the risk of developing T2D. In this sense, it has been 
suggested that mitochondrial haplogroups are involved in T2D and their associated 
complications, although this is a subject of controversy. Therefore, further research is needed 
to clarify the potential relationship between mitochondrial haplogroups and metabolic diseases 
such as T2D. 
Oxidative stress is one of the main characteristics of T2D patients, and is a result of excessive 
ROS production (mainly due to hyperglycaemia) and a weak antioxidant defence system. On the 
other hand, activation of the immune system and the release of pro-inflammatory cytokines are 





inflammation can cause damage to the vasculature and are considered key pathophysiological 
mechanisms involved in the onset and progression of T2D and its associated complications. 
Under these conditions, damaged endothelial cells induce the expression of cytokines and 
adhesion molecules that favour the recruitment of activated leukocytes towards the vascular 
wall. Leukocytes contribute to oxidative stress and the subsequent inflammation, thus 
aggravating the accompanying endothelial dysfunction and initiating the atherosclerotic 
process. Therefore, leukocytes are key candidates in the study of the molecular mechanisms 
underlying the pathogenesis of T2D, which include not only oxidative stress, mitochondrial 
dysfunction and inflammation, but also endoplasmic reticulum (ER) stress and autophagy.  
A correct balance between fusion and fission events determines the maintenance of a healthy 
mitochondrial network in the cell, and alterations in the machinery controlling mitochondrial 
dynamics can cause mitochondrial dysfunction. In this context, it has been described that 
altered mitochondrial dynamics contribute to endothelial dysfunction under diabetic conditions; 
however, whether and how this affects the leukocytes from T2D patients, and if it is relevant to 
their interactions with the endothelium, has not yet been addressed.  
As sensors of stress, ER homeostasis and autophagy are essential for preserving cell function 
and viability. Pathological conditions, such as oxidative stress, lead to accumulation of unfolded 
or misfolded proteins, which disturb ER homeostasis and activate the unfolded protein 
response (UPR) in order to restore the correct function of the ER. In addition, autophagy is 
closely linked to oxidative and ER stress, as it mediates the degradation of protein aggregates, 
damaged ER components, and dysfunctional mitochondria. All these mechanisms may 
contribute to the increased leukocyte-endothelial interactions in T2D patients. Thus, in the light 
of the beneficial effects of metformin treatment on the vasculature of T2D patients, we have 
set out to determine whether it can affect leukocyte-endothelium interactions by modulating 
molecular processes related to oxidative stress (such as expression of antioxidant enzymes, ER 
stress, and autophagy) in leukocytes of T2D patients treated or not with metformin. 
 
Objectives 
In the present doctoral thesis, we have aimed to determine the impact of the mtDNA 
haplogroups that are most prevalent in the Spanish population on metabolic characteristics and 





We also aimed to evaluate mitochondrial function, ROS production, and expression of proteins 
involved in mitochondrial dynamics in leukocytes isolated from healthy volunteers and T2D 
patients with different levels of glycaemic control, as well as the relationships between these 
parameters and leukocyte-endothelium interactions. 
Our third objective was to study potential differences in ROS production, expression of 
antioxidant defence-related enzymes, and interactions with the endothelium of leukocytes 
isolated from T2D patients, some of which were treated with metformin and others of which 
were not, and healthy controls, in addition to their serum levels of soluble adhesion molecules. 
Finally, we aimed to assess markers of the different UPR pathways and the autophagic process, 
in addition to their relationship with oxidative stress in leukocytes from diabetic patients 
undergoing treatment with (or without) metformin and in the respective control volunteers. 
 
Methods 
T2D patients and healthy volunteers underwent a physical examination to determine their 
weight, height, blood pressure, waist and hip circumference, and blood samples were obtained 
from the antecubital vein in fasting conditions. Parameters of glycaemic control, lipid profile, 
inflammation and renal function were assessed in serum by routine methods. Adhesion 
molecules were measured in serum using XMAP technology and a Luminex® 200 flow analyzer 
device (Luminex Corporation). Total DNA was extracted from whole blood and mtDNA 
haplogroups HV, U and JT were determined by means of custom-designed Taqman® SNP 
genotyping assays in a Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems). The following 
polymorphisms were assessed: m.7028C>T or m.14766T>C for HV; m.12308A>G for U; and 
m.4216T>C for JT. Leukocytes were isolated from blood samples by Ficoll-Hypaque density 
gradient separation and were used for the subsequent experiments. O2 consumption in 
leukocytes was measured with a Clark-type O2 electrode (Hansatech). ROS production and 
intracellular GSH levels were assessed by fluorometry using a fluorescence microscope (IX81; 
Olympus) coupled to the static cytometry software “ScanR” (Olympus), after incubating 
leukocytes with the following fluorescent probes: 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(measurement of total ROS), MitoSOXTM (marker of mitochondrial O2˙¯), and 5-
chloromethylfluorescein diacetate (indicator of GSH content). Leukocyte-endothelium 
interaction assays were carried out using a parallel flow chamber in which a leukocyte 
suspension was drawn across a monolayer of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) at 





to calculate leukocyte rolling velocity, flux and adhesion. Finally, total RNA and protein 
extractions from leukocytes were performed and levels of antioxidant defences, mitochondrial 
dynamics, ER stress, and autophagy markers were evaluated by RT-qPCR and Western blotting 
assays. The statistics software programmes SPSS 17.0 and Graphpad Prism 5.0 were employed 
for data analysis. 
 
Results and discussion 
T2D patients showed impaired glucose homeostasis, with higher levels of fasting glucose, HbA1C, 
insulin, and HOMA-IR than control volunteers. Most T2D patients were treated with antidiabetic 
drugs, with metformin being the most commonly prescribed (administered to around 70% of 
the study’s patients). Our diabetic population was characterized by being overweight or obese, 
and with enhanced BMI and waist-to-hip ratio in comparison to the control group. Moreover, 
the increases in C-reactive protein levels observed in T2D patients with respect to controls 
suggested low-grade systemic inflammation, probably due to excess weight, since differences 
disappeared after BMI-adjustment. T2D patients had higher blood pressure than controls, and 
nearly half were undergoing antihypertensive therapy. Altered lipid profile was also observed in 
T2D patients, with enhanced levels of triglycerides and reduced amounts of HDL cholesterol 
when compared to the control population, which are typical characteristics of atherogenic 
dyslipidaemia. The lower levels of total and LDL cholesterol with respect to controls were 
probably attributable to the antihyperlipidemic treatment followed by most of our diabetic 
patients. 
After exploring the distribution of mtDNA haplogroups in our T2D and control populations we 
did not find a direct association between the main macro-haplogroups and the presence of T2D. 
Nevertheless, diabetic patients with the JT haplogroup exhibited higher levels of fasting plasma 
glucose, HbA1C, and creatinine, and lower estimated glomerular filtration rates (eGFR) than 
patients belonging to the HV, U and other haplogroups. These results imply that the mtDNA JT 
haplogroup (in particular the variant m.4216T>C) is associated with a worse management of 
glucose in T2D patients, which can contribute to a deterioration of renal function, thus 
predisposing the individual to the development of diabetic nephropathy. 
Mitochondrial function and dynamics were studied in leukocytes isolated from healthy controls 
and T2D patients with different glycaemic control status, and leukocyte interactions with the 





mitochondrial and total ROS, and decreased mitochondrial O2 consumption, the latter 
correlating negatively with levels of HbA1C. Expression of mitochondrial fusion proteins (MFN1, 
MFN2 and OPA1) was lower in leukocytes of T2D patients when compared with healthy 
controls, whereas fission proteins (FIS1 and DRP1) were enhanced, although statistical 
significance was not reached for DRP1. Moreover, HbA1C levels were correlated negatively with 
mitochondrial fusion (MFN2 and OPA1) and positively with fission (FIS1). Leukocytes from T2D 
patients interacted more frequently with the endothelium, especially in cases of poor glycaemic 
control. Interestingly, increases in leukocyte-endothelium interactions were associated with the 
altered leukocyte expression levels of mitochondrial fusion and fission proteins. Our data 
suggest that loss of glycaemic control in T2D patients is related with an imbalance of 
mitochondrial dynamics in their leukocytes, which compromises mitochondrial function and 
may lead to oxidative stress and enhanced interactions with endothelial cells. 
The effects of metformin treatment on oxidative stress and leukocyte-endothelium interactions 
were assessed in leukocytes isolated from T2D patients that were or were not taking this 
medication. Our results showed a significant reduction in mitochondrial ROS production, 
increases in mRNA expression levels of GPX1 and SIRT3, and decreased interactions with 
endothelial cells (enhanced rolling velocity; and reduced rolling flux and adhesion) in leukocytes 
from metformin-treated patients versus those from patients not treated with the drug. In 
addition, the increased circulating levels of ICAM-1 and P-selectin adhesion molecules observed 
in patients not receiving metformin were reverted to control values in T2D patients treated with 
metformin. These results support a beneficial impact of metformin treatment on oxidative 
stress, endothelial function and leukocyte-endothelium interactions. This may be implicated in 
the protective role of metformin in the diabetic vasculature, which could prevent associated 
vascular complications. 
Finally, we studied the potential effect of metformin treatment on the modulation of UPR 
pathways and autophagy in leukocytes from T2D patients. We observed that leukocytes of both 
groups of T2D patients (treated or not with metformin) had enhanced protein levels of GRP78 
with respect to controls, thus indicating an increase in ER stress. Besides, assessment of 
mitochondrial O2˙¯ production, intracellular content of GSH and representative markers of the 
three UPR pathways and the autophagy process displayed a different pattern in leukocytes from 
T2D patients depending on whether or not the patient was being treated with metformin. Thus, 
a reduction in oxidative stress (decreased levels of mitochondrial O2˙¯, and enhanced GSH 
content), together with an increase in the UPR pathways initiated by IRE1 and PERK (assessed 





the leukocytes of metformin-treated patients. In contrast, in leukocytes from patients not 
treated with metformin, the increased oxidative stress (higher mitochondrial ROS production 
and reduced GSH content) and the ATF6-dependent branch of UPR (manifested by elevated 
protein levels of ATF6) might increase autophagy (mRNA levels of BECN1, ATG7 and protein LC3 
II/I ratio) in order to clear misfolded proteins. 
Overall, the findings of the current doctoral thesis support the involvement of the mtDNA 
haplogroup JT, oxidative stress, mitochondrial dynamics, endothelial dysfunction, ER stress and 
autophagy in the pathophysiology of T2D and suggest a role of these processes in the 
development of vascular complications. Moreover, they support the hypothesis that treatment 
of T2D patients with metformin modulates different cellular stress pathways (such as oxidative 
stress, UPR, and autophagy) in leukocytes in order to reduce their interaction with the 
endothelium, which may delay the onset of the atherosclerotic process and, consequently, the 
















































1.1. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 
1.1.1. Definición 
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabólico caracterizado por una respuesta 
inadecuada a la acción de la insulina, conocida como resistencia a la insulina, que da lugar a un 
metabolismo de carbohidratos y lípidos alterado. Como consecuencia, los pacientes con DM2 
presentan con frecuencia hiperglucemia, dislipidemia y obesidad, y desarrollan una situación de 
inflamación crónica de bajo grado y un proceso de aterosclerosis prematuro. 
1.1.2. Epidemiología e impacto socio-económico 
La DM2 se ha convertido en uno de los problemas de salud a nivel mundial más graves de 
nuestro tiempo. Según la Federación Internacional de Diabetes, en el año 2017 había en todo el 
mundo 425 millones de personas de entre 20 y 79 años con diabetes, y se estima que esta cifra 
aumentará hasta los 629 millones en el año 2045 (un aumento del 48%) (Cho et al., 2018). El 
90% de los casos corresponden a pacientes con DM2, siendo ésta la forma más frecuente de 
diabetes (Bruno et al., 2005; Holman et al., 2015). El estilo de vida sedentario, el aumento de la 
obesidad, las dietas ricas en energía y el envejecimiento de la población son los principales 
factores que están contribuyendo al aumento del número de personas con DM2 (Chatterjee et 
al., 2017), especialmente en países en vías de desarrollo. 
La diabetes, a causa de su naturaleza crónica, supone un desafío no sólo a nivel sanitario sino 
también a nivel social y económico. En 2015 fue considerada como la sexta causa de 
discapacidad en el mundo (GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence 
Collaborators, 2016), dando lugar a una elevada carga económica que alcanzó en 2017 un gasto 
global anual de 850.000 millones de dólares americanos en atención sanitaria (Cho et al., 2018).  
La DM2 constituye un reto para la salud en todo el planeta, por lo que el estudio en 
profundidad de esta enfermedad y sus causas es fundamental para la promoción del desarrollo 
de estrategias enfocadas a su prevención y la mejora de la atención sanitaria, con el fin de 
disminuir el impacto de la DM2 en la sociedad. 
1.1.3. Fisiopatología 
1.1.3.1. Homeostasis de la glucosa 
La glucosa presente en el plasma proviene no solo de la dieta, sino también de la glucogenolisis 
y la gluconeogénesis. En el cuerpo humano, existe una red de hormonas y neuropéptidos 
perfectamente coordinados que controla los niveles de glucosa en sangre y permite 




mantenerlos en un estrecho rango fisiológico (4-6mM). Este proceso tan controlado y esencial 
para los mamíferos es conocido como homeostasis de la glucosa (Figura 1) y en él participan 
órganos como el páncreas, hígado, cerebro e intestino, y tejidos como el muscular y el adiposo. 
Tras la ingesta de alimentos, se produce un aumento de los niveles de glucosa en sangre que 
promueve la secreción de insulina por las células β pancreáticas. La insulina se une a su receptor 
en el músculo y tejido adiposo permitiendo la captación y utilización de glucosa por estos 
tejidos. Además, la insulina inhibe la producción hepática de glucosa y promueve la 
glucogenogénesis, la lipogénesis y la incorporación de aminoácidos en las proteínas; en 
resumen, es una hormona con un perfil claramente anabólico. Por otro lado, en condiciones de 
ayuno, cuando los niveles de glucosa en sangre son bajos, las células α pancreáticas liberan 
glucagón, una hormona con actividad catabólica que promueve la glucogenolisis hepática y la 
gluconeogénesis en hígado y riñón, estimulando la liberación de glucosa a la sangre (Roder et 
al., 2016).  
 
Figura 1. Homeostasis de la glucosa. Tras la ingesta de alimentos, cuando aumenta la glucemia, el 
páncreas libera insulina que promueve la utilización de glucosa por parte de los tejidos periféricos. Al 
mismo tiempo, la insulina inhibe la gluconeogénesis hepática y estimula la síntesis de glucógeno. Cuando 
los niveles plasmáticos de glucosa descienden, el páncreas secreta glucagón para estimular la síntesis de 
glucosa y mantener sus niveles circulantes dentro del rango fisiológico.  
1.1.3.2. Ruta de señalización de la insulina 
El receptor de la insulina (IR) es una proteína transmembrana heterotetramérica que pertenece 
a la familia de los receptores tirosina quinasa. Cuando la insulina se une a su receptor, la 




actividad tirosina quinasa se activa y provoca una autofosforilación que permite el 
reclutamiento de otras proteínas que inician distintas rutas de señalización. Entre las primeras 
proteínas que son reclutadas se encuentran los sustratos del receptor de insulina (IRS). Se ha 
descrito que existen 4 miembros de la familia de los IRS implicados en la señalización por 
insulina, siendo IRS-1/2 los más importantes en el transporte de glucosa (Saltiel y Kahn, 2001). 
Los IRS se unen al IR, se fosforilan y sirven a su vez como anclaje para otras proteínas que 
continúan con la ruta de la insulina de manera específica dependiendo del tejido y tipo celular. 
Por ejemplo, la ruta de la proteína fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y la proteína quinasa B 
(PKB, también conocida como Akt) es responsable de los efectos metabólicos de la insulina: 
captación de glucosa, síntesis de glucógeno e inhibición de la lipólisis en músculo, hígado y 
tejido adiposo, respectivamente (Boucher et al., 2014). IRS-1 fosforilado activa la subunidad 
catalítica de la PI3K, que convierte el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 
3,4,5-trifosfato (PIP3). La acumulación de este segundo mensajero permite el anclaje de la 
quinasa Akt a la membrana plasmática, donde se activa por fosforilación. Akt se considera el 
elemento central en las acciones de la insulina (Cho et al., 2001), al participar en la 
translocación del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) desde vesículas intracelulares a la 
superficie celular. Además, Akt también está implicada en la síntesis de glucógeno a través de su 
acción sobre la glucógeno sintetasa quinasa 3 (GSK3) (Summers et al., 1999), en la síntesis de 
proteínas mediante la activación de la ruta mTORC1/p70S6K (Proud et al., 2001), y en la acción 
anti-lipolítica de la insulina tras la fosforilación de la fosfodiesterasa 3B (PDE3B) y el descenso en 
los niveles de AMP cíclico (Kitamura et al., 1999). 
La ruta de señalización de la insulina posee mecanismos de retroalimentación negativa que 
permiten frenarla y evitar que se produzca una respuesta desmesurada. Entre estos 
mecanismos se encuentran algunas fosfatasas capaces de desfosforilar y reducir la actividad de 
diferentes intermediarios de la ruta. Tal es el caso de la proteína tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), 
que desfosforila residuos tirosina del IR o de las proteínas IRS y, por tanto, reduce su actividad 
(Goldstein et al., 1998). Además, existe también una regulación por fosforilación en residuos 
serina o treonina de las proteínas IRS, que impide su activación por el IR y promueve su 
degradación por el proteasoma, disminuyendo la transducción de señales de la ruta de la 
insulina (Greene et al., 2003). Estos mecanismos de retroalimentación negativa pueden 
activarse en respuesta a señales generadas por estrés celular, citoquinas proinflamatorias o 
altos niveles de ácidos grasos libres (AGL), que inhiben la cascada de señalización de la insulina y 
que, de forma crónica, promueven el desarrollo de resistencia a la insulina. 




1.1.3.3. Resistencia a la insulina 
En condiciones normales, la homeostasis de la glucosa se mantiene gracias al buen 
funcionamiento de las interacciones entre los diferentes órganos y tejidos. Sin embargo, en 
determinadas ocasiones, se produce una alteración en dichas interacciones que da lugar al 
desarrollo de enfermedades metabólicas como la DM2. La DM2 es considerada una patología 
dual en la que se ve afectada tanto la acción de la insulina sobre los tejidos diana (resistencia a 
la insulina) como la secreción de la misma por las células β pancreáticas (disfunción de las 
células β) (DeFronzo et al., 2015). La resistencia a la insulina (Figura2) ocurre cuando las células 
pierden la capacidad para responder correctamente a la acción hipoglucemiante de la insulina, 
lo que conlleva una reducción de la captación de glucosa por parte de tejidos periféricos 
(Carnagarin et al., 2015) y un aumento de la gluconeogénesis y glucogenolisis hepática (Roden y 
Bernroider, 2003), con el consiguiente incremento de los niveles de glucosa en sangre. A causa 
de la resistencia a la insulina, en el tejido adiposo se activa la lipólisis aumentando los niveles 
circulantes de AGL (DeFronzo, 2004). El exceso de AGL se acumula en el músculo esquelético y 
el hígado (acumulación ectópica de lípidos) acrecentando aún más la resistencia a la insulina y 
favoreciendo la hiperlipidemia a través de la síntesis hepática de triglicéridos (Samuel y 
Shulman, 2016).  
 
Figura 2. Mecanismos asociados a la resistencia a la insulina. Cuando la señalización de la insulina se ve 
alterada, el páncreas incrementa su producción como un mecanismo compensatorio. Sin embargo, la 
resistencia a la insulina en hígado y tejidos periféricos provoca un aumento de los niveles circulantes de 
glucosa y, en consecuencia, se produce hiperglucemia. Por otra parte, la falta de acción de la insulina en 
el tejido adiposo estimula la liberación de ácidos grasos agravando la resistencia a la insulina y 
promoviendo la hiperlipidemia.  




Desde el punto de vista clínico, uno de los marcadores más ampliamente utilizado en estudios 
poblacionales para evaluar la resistencia a la insulina es el Índice de evaluación de resistencia a 
la insulina con el modelo homeostático (HOMA-IR) que se calcula a partir de los valores de 
glucosa e insulina en ayunas siguiendo la fórmula: HOMA = (Glucosa en mg/dl × Insulina en 
mg/dl / 405).  
1.1.3.4. Disfunción de las células β pancreáticas 
Para compensar los defectos en la señalización causados por la resistencia a la insulina en los 
tejidos periféricos, las células β pancreáticas aumentan más y más la secreción de insulina en un 
proceso conocido como función compensatoria de las células β, de manera que la resistencia a 
la insulina inicialmente provoca un aumento de los niveles circulantes de insulina. Sin embargo, 
cuando la situación se mantiene en el tiempo, el páncreas va sufriendo de manera progresiva 
un agotamiento de sus células β, que hace que finalmente sean incapaces de secretar suficiente 
insulina para mantener los niveles de glucosa dentro del rango fisiológico y se produce 
hiperglucemia y, finalmente, el desarrollo de DM2. Es importante mencionar que en 
poblaciones de alto riesgo de diabetes, como mujeres con síndrome de ovario poliquístico o 
familiares de primer grado de pacientes con diabetes, ya existe una disminución en la función 
de sus células β pancreáticas (Cnop et al., 2007; Mu et al., 2018). Por lo tanto, y a pesar del 
indiscutible papel que ejercen la resistencia a la insulina y la disfunción de las células β 
pancreáticas sobre la patogénesis de la DM2, cuál de estos dos eventos aparece primero o es 
crítico para el proceso de la enfermedad sigue siendo un tema que genera gran controversia. Lo 
que sí está claro es que la aparición de la DM2 es un proceso heterogéneo en el que influyen, 
además de éstos, otros componentes patogénicos que son una combinación de factores 
genéticos y ambientales. 




1.2. Manifestaciones clínicas de los pacientes con DM2 
1.2.1. Sobrepeso y obesidad 
En el momento en el que se diagnostica la DM2, la mayoría de los pacientes son obesos o 
tienen sobrepeso. La Sociedad Española para el Estudio de la Obesidad define obesidad como 
un porcentaje de masa grasa superior al 25% en hombres y al 33% en mujeres. Cuando no está 
disponible la medida de la masa grasa, se considera obesidad si existe un índice de masa 
corporal (IMC) superior a 30 kg/m2 o un perímetro de cintura (obesidad abdominal) ≥ 102 cm en 
hombres o ≥ 88 cm en mujeres (Lecube et al., 2017). 
La obesidad es considerada como un importante factor de riesgo para el desarrollo de la DM2. 
En este sentido, se ha demostrado que el IMC es el factor de riesgo individual más importante 
para la DM2 (Hu et al., 2001), si bien es cierto que la distribución de la grasa corporal juega un 
papel importante, como se demuestra ya en el “Nurses Health Study”, donde observaron que la 
obesidad abdominal predice el riesgo de DM2 independientemente del IMC (Carey et al., 1997). 
Los resultados del Programa de Prevención de Diabetes de Estados Unidos mostraron que 
intervenciones en el estilo de vida que reducían el peso corporal, disminuían el riesgo de DM2 
en adultos obesos o con sobrepeso (Diabetes Prevention Program Research Group et al., 2009).  
El exceso calórico y la inactividad física, unidos a la predisposición genética, son importantes 
factores que condicionan el desarrollo de diabetes y obesidad. La acumulación excesiva de 
grasa da lugar a desequilibrios metabólicos entre los que destaca la resistencia a la insulina, 
nexo de unión entre la diabetes y la obesidad. El tejido adiposo constituye un órgano endocrino 
capaz de modular el metabolismo mediante la liberación de AGL, glicerol, citoquinas 
proinflamatorias y hormonas (Coelho et al., 2013; Scherer, 2006). La obesidad da lugar a un 
aumento de los niveles de AGL en sangre y de la captación de los mismos por el tejido adiposo, 
músculo e hígado. Una vez activados, tras su unión a coenzima A, los ácidos grasos pueden ser 
almacenados, o bien ser oxidados en la mitocondria. Sin embargo, cuando el aporte de ácidos 
grasos es tal que se sobrepasa la capacidad de almacenamiento y oxidación, éstos y sus 
intermediarios (diacilglicerol, ceramida, ácido linoleico, etc.) se acumulan y desencadenan una 
serie de señales que inhiben la ruta de la insulina (Sears y Perry, 2015). Por ejemplo, a nivel 
muscular el aumento de AGL plasmáticos provoca resistencia a la insulina a través de una 
inhibición directa del transporte de glucosa mediado por insulina (Dresner et al., 1999). 
Además, el aumento de AGL o sus metabolitos lipídicos activan una serie de serina/treonina 
quinasas que afectan negativamente a la acción de la insulina mediante la fosforilación de IRS-1 




(Greene et al., 2003). Por lo tanto, es evidente que los AGL juegan un papel fundamental en la 
sensibilidad a la insulina. 
Por último, es importante señalar que en asociación con la obesidad se desarrolla un estado de 
inflamación crónica de bajo grado que se caracteriza por un aumento de los niveles del factor 
de necrosis tumoral α (TNF-α), una citoquina proinflamatoria que inhibe la señalización de la 
insulina e induce resistencia a esta hormona mediante la inactivación y degradación de IRS-1 
(Greene et al., 2003), y cuya síntesis se encuentra elevada en el tejido adiposo de pacientes 
obesos. Estos aspectos se estudiarán con mayor detalle en la sección 1.3.1. 
1.2.2. Alteración del control glucémico 
El organismo, en condiciones normales, reacciona rápidamente a la ingesta de alimentos y a la 
actividad física a través de una red hormonal que controla el metabolismo glucídico para 
conseguir atenuar las hiperglucemias postpandriales, evitar las hipoglucemias, y mantener unos 
niveles adecuados de glucosa en sangre en condiciones de ayuno. En la DM2, debido 
principalmente a la resistencia a la insulina, la glucemia basal en ayunas se encuentra 
anormalmente aumentada. Cabe destacar que el control de la diabetes implica el 
mantenimiento de los niveles circulantes de glucosa dentro del rango fisiológico, que es 
fundamental para retrasar, minimizar y/o evitar la aparición de complicaciones de la diabetes. 
En este sentido, el parámetro más utilizado como medida objetiva del control glucémico es la 
hemoglobina glicosilada A1C (HbA1C), ya que proporciona información sobre los niveles medios 
de glucosa en sangre de las últimas 8-12 semanas (Nathan et al., 2007). Los criterios 
establecidos por la Asociación Americana de Diabetes para el diagnóstico de diabetes están 
relacionados con el control glucémico y consisten en la presencia de al menos una de las 
siguientes condiciones: (i) valores de HbA1C ≥ 6,5%; (ii) niveles plasmáticos de glucosa en ayunas 
≥ 126 mg/dl; (iii) glucosa plasmática ≥ 200 mg/dl a las 2 horas en la prueba de tolerancia oral a 
la glucosa; y (iv) niveles aleatorios de glucosa en plasma ≥ 200 mg/dl (American Diabetes 
Association, 2018a). 
Existe una correlación clara entre el control glucémico y el desarrollo de complicaciones 
vasculares. De hecho, diferentes estudios tanto observacionales como intervencionales, han 
demostrado que una reducción en los niveles de HbA1C disminuye el riesgo y progresión de 
complicaciones de la diabetes. Por ejemplo, el Estudio Prospectivo de Diabetes de Reino Unido 
(UK Prospective Diabetes Study, UKPDS, (Stratton et al., 2000)) demostró que, en pacientes con 
DM2, por cada 1% de disminución en los valores de HbA1C se reducía el riesgo de 




complicaciones microvasculares un 37%, el riesgo de mortalidad relacionada con la diabetes en 
un 21%, y el riesgo de infarto de miocardio un 14%. Además, observaron que los pacientes con 
menor riesgo eran aquellos que mantenían unos valores de HbA1C inferiores a 7%. Por tanto, en 
el manejo de la DM2 de pacientes adultos, uno de los principales objetivos terapéuticos 
consiste en conseguir un buen control glucémico, o lo que es lo mismo, un nivel de HbA1C en 
sangre < 7% según las guías de la Asociación Americana de Diabetes (American Diabetes 
Association, 2018b) o ≤ 6,5% según las recomendaciones del Colegio Americano de 
Endocrinología (Garber et al., 2018). 
1.2.2.1. Tratamientos antidiabéticos 
En fases tempranas, el manejo de la DM2 implica modificaciones en la dieta y en el estilo de 
vida de los pacientes para que reduzcan su peso y aumenten su actividad física. Sin embargo, en 
el estudio UKPDS, solamente el 9% de los pacientes fueron capaces de mantener un buen 
control glucémico (niveles de HbA1C ≤ 7%) tras 9 años de dieta, sin antidiabéticos orales ni 
insulina (Turner et al., 1999). Por tanto, en la mayoría de los pacientes es necesario además el 
uso de fármacos antidiabéticos para mantener los niveles de glucosa en sangre dentro de los 
objetivos terapéuticos. La metformina es el tratamiento de primera línea en la mayoría de los 
pacientes con DM2, y su mecanismo de acción se explicará más adelante. Otras clases de 
antidiabéticos utilizados para el tratamiento de la DM2 son las sulfonilureas (fármacos que 
aumentan la secreción pancreática de insulina), las tiazolidinedionas (capaces de aumentar la 
sensibilidad a la insulina y la función de las células β pancreáticas), los inhibidores de la 
dipeptidil peptidasa 4 (DPP4, que bloquean la degradación de hormonas incretinas y, así, 
estimulan la secreción de insulina e inhiben la secreción de glucagón), los inhibidores del 
cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (i-SGLT2, que inhiben la reabsorción de glucosa por el 
riñón y favorecen su excreción en la orina), los inhibidores de la α-glucosidasa (que retrasan la 
absorción intestinal de carbohidratos) y los agonistas del receptor del péptido similar al 
glucagón de tipo 1 (GLP1, que aumentan los niveles plasmáticos de GLP1, lo que da lugar a un 
aumento de la secreción de insulina y una inhibición de la secreción de glucagón). Sin embargo, 
y debido al progreso natural de la enfermedad, cuando las células β-pancreáticas se deterioran 
y se produce una deficiencia significativa en la secreción endógena de insulina los pacientes 
requieren el tratamiento con insulina para poder mantener un control glucémico adecuado. 
1.2.2.1.1. Metformina: Mecanismo de acción 
La metformina es el tratamiento antidiabético oral que más se prescribe a nivel mundial. Este 
fármaco ha sido ampliamente estudiado ya que no sólo disminuye los niveles de glucosa en 




sangre y mejora la sensibilidad a la insulina, sino que también es capaz de disminuir el peso 
corporal, mejorar el perfil lipídico y los marcadores de inflamación, reduciendo el riesgo 
cardiovascular (Figura 3) (Andrews et al., 2012; Salpeter et al., 2008; Zhou et al., 2018). La 
acción antidiabética de esta biguanida consiste principalmente en un aumento de la acción de la 
insulina en hígado que reduce la gluconeogénesis hepática. Aunque también se ha visto que 
aumenta la captación de glucosa en músculo esquelético, retrasa ligeramente la absorción 
gastrointestinal de glucosa, incrementa los niveles de GLP1 y reduce las funciones del glucagón 
(Pernicova y Korbonits, 2014). 
Desde el punto de vista molecular, la metformina actúa en la mitocondria inhibiendo el 
complejo I de la cadena de transporte de electrones, lo que provoca un cambio en el balance 
energético de la célula, donde desciende la producción de ATP y aumentan los niveles de AMP 
(Owen et al., 2000; Yaribeygi et al., 2018a). Como resultado, se activa la proteína quinasa 
activada por AMP (AMPK), un regulador metabólico que promueve la acción de la insulina y 
reduce la gluconeogénesis hepática. Por otro lado, el aumento de los niveles de AMP inhibe la 
síntesis de AMP cíclico inducida por glucagón, lo que sugiere una inhibición de la señalización 
del glucagón que culmina con la reducción en los niveles de glucosa (Figura 3) (Miller et al., 
2013; Zhou et al., 2001). 
La metformina parece ejercer efectos beneficiosos sobre el corazón y la vasculatura, de hecho, 
en el estudio UKPDS el tratamiento con este fármaco mostró una reducción en el riesgo de 
mortalidad cardiovascular del 36% (UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group, 1998). De 
acuerdo con estos resultados, en otro ensayo clínico aleatorizado posterior, se demostraron los 
efectos beneficiosos de la metformina con respecto a placebo a nivel cardiovascular (Kooy et 
al., 2009). Sin embargo, las mejoras en el control glucémico no son suficientes para explicar los 
beneficios cardiovasculares de la metformina observados en el UKPDS, sino que son el resultado 
de una combinación de efectos pleiotrópicos que ejerce la metformina sobre la vasculatura 
(Bailey et al., 2007). Así, por ejemplo, se ha visto que mejora la función endotelial, reduce la 
inflamación, disminuye el estrés oxidativo y tiene propiedades antiaterogénicas (Bailey et al., 
2007; de Jager et al., 2014; Mather et al., 2001; Pavlovic et al., 2000). Sin embargo, actualmente 
no se conocen en detalle los mecanismos moleculares por los que la metformina mejora la 
función vascular, por lo que es necesario seguir realizando estudios que revelen el papel de la 
metformina en la vasculatura de los pacientes con DM2. 





Figura 3. Efectos beneficiosos de la metformina y mecanismos de acción. La metformina reduce la 
glucemia basal, la resistencia a la insulina y los marcadores de inflamación. Además, mejora el perfil 
lipídico y la función endotelial. Este fármaco ejerce su acción a través de una inhibición del complejo I 
mitocondrial que provoca, por un lado, una disminución en la producción de superóxido (O2˙¯) y, por otro, 
un desequilibrio en los niveles de ATP y AMP. Como consecuencia de la modificación en la carga 
energética celular, se reduce la señalización del glucagón, y se activa la AMP quinasa (AMPK), enzima 
clave en la inhibición de la gluconeogénesis hepática y el aumento de la acción de la insulina en tejidos 
periféricos. 
1.2.3. Dislipidemia aterogénica 
Cuando nos referimos a dislipidemia, estamos describiendo una serie de anomalías cuantitativas 
y/o cualitativas de los lípidos y lipoproteínas con potencial acción aterogénica. Dependiendo de 
la causa, se clasifican en dislipidemias primarias, que tienen un origen genético, o secundarias, 
asociadas a otra enfermedad como la DM2. El metabolismo lipídico en pacientes con DM2 está 
alterado a causa de la resistencia a la insulina. La falta de la acción supresora de la insulina 
sobre la lipólisis en el tejido adiposo provoca la liberación de altos niveles de AGL y reduce la 
degradación hepática de apolipoproteína B (ApoB) (Haas et al., 2013). Además, la resistencia a 
la insulina induce la activación de enzimas lipogénicas en el hígado que utilizan los AGL 
liberados para el ensamblaje y secreción de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) 
enriquecidas en triglicéridos y con alta capacidad aterogénica (Choi y Ginsberg, 2011). 
Paralelamente, el incremento de las VLDL ricas en triglicéridos aumenta la expresión de la 
proteína transferidora de ésteres de colesterol que, junto al aumento de la expresión de la 




lipasa hepática que ocurre en pacientes con DM2, provoca un aumento de las concentraciones 
plasmáticas de lipoproteínas de baja densidad (LDL) pequeñas y densas, y el descenso de 
partículas de lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Taskinen y Boren, 2015). Por lo tanto, la 
dislipidemia diabética consiste en una alteración del perfil lipídico en donde existe una 
hipertrigliceridemia acompañada de unos niveles reducidos de colesterol HDL (c-HDL), 
concentraciones elevadas de VLDL, presencia aumentada de partículas LDL pequeñas y densas e 
incremento de ApoB (Szalat et al., 2016). 
La dislipidemia aterogénica se considera uno de los factores de riesgo cardiovascular más 
importantes en la población diabética. De hecho, se ha visto que a niveles similares de 
colesterol LDL (incluso dentro de objetivo), aquellos pacientes con DM2 que presentan mayor 
proporción de partículas de LDL pequeñas y densas tienen más riesgo cardiovascular (Malave et 
al., 2012). Los triglicéridos por sí mismos no están implicados en la formación de la placa de 
ateroma, pero sí que se ha demostrado que las lipoproteínas ricas en triglicéridos juegan un 
papel causal en el desarrollo de enfermedad arterial coronaria (Do et al., 2013). El c-HDL se 
encarga del transporte inverso de colesterol desde los tejidos al hígado, facilitando la retirada 
de colesterol de la pared arterial, y es por este motivo por lo que se correlaciona de manera 
inversa con el riesgo cardiovascular. En este sentido, en el estudio UKPDS observaron que el 
número de episodios cardiovasculares se veía reducido en un 15% cuando los niveles de c-HDL 
aumentaban 3,9 mg/dl (0,1 mmol/l) (Turner et al., 1998). 
Finalmente, es de destacar que el manejo de la dislipidemia diabética es clave para reducir las 
complicaciones cardiovasculares asociadas a la DM2. Además de las modificaciones en el estilo 
de vida (aumento de la actividad física, cambios en la dieta y abandono del hábito tabáquico), 
para conseguir las metas lipídicas recomendadas se suele precisar del tratamiento con agentes 
hipolipemiantes, donde los más comunes son las estatinas, fenofibratos o ezetimibe (Szalat et 
al., 2016).  
1.2.4. Hipertensión arterial 
Se estima que aproximadamente dos tercios de los pacientes con DM2 son hipertensos. La 
hipertensión, definida como valores elevados de presión arterial (≥ 140/90 mmHg), contribuye 
al desarrollo de complicaciones macro y microvasculares por lo que su tratamiento y control en 
pacientes con DM2 es fundamental para reducir el riesgo de morbilidad asociado (Adler et al., 
2000; Pavlou et al., 2018; Petrie et al., 2018).  




Se han propuesto muchos mecanismos que explicarían la conexión entre DM2 e hipertensión. 
Por ejemplo, la obesidad y la acumulación de grasa visceral han sido sugeridos como 
importantes factores patogénicos que influyen en la hipertensión, al promover una activación 
inapropiada del sistema renina-angiotensina (Boustany et al., 2004; Sowers, 2013). La 
hipertensión se caracteriza por disfunción endotelial y aumento en la resistencia vascular 
periférica, condiciones que están relacionadas con la resistencia a la insulina presente en la 
DM2. La falta de acción de la insulina en el endotelio vascular provoca estrés oxidativo, 
aumento de la expresión de moléculas de adhesión, inflamación y un descenso de la producción 
de óxido nítrico (NO), que finalmente pueden dar lugar a vasoconstricción, un aumento de la 
rigidez vascular y, consecuentemente, hipertensión (Muniyappa y Quon, 2007; Smulyan et al., 
2016). 
Por lo tanto, en el manejo de la DM2 es importante incluir un control de los factores de riesgo 
cardiovascular, como la hipertensión arterial, que permita mantenerlos dentro de los rangos 
óptimos y, de esta manera, minimizar el desarrollo de complicaciones macro y microvasculares. 




1.3. Mecanismos asociados al riesgo cardiovascular 
Hasta ahora, hemos visto, de una manera general, las manifestaciones clínicas que presentan 
los pacientes con DM2. Para entender, desde un punto de vista fisiológico lo que se esconde 
detrás de esas manifestaciones clínicas, a lo largo de este apartado vamos a revisar los 
principales mecanismos moleculares que subyacen a la DM2 y participan en el aumento del 
riesgo cardiovascular. 
1.3.1. Respuesta inflamatoria sistémica de bajo grado 
Las alteraciones metabólicas que acontecen en los inicios de la DM2 se relacionan con cambios 
en el sistema inmune innato que implican niveles alterados de citoquinas proinflamatorias. Este 
fenómeno es ampliamente conocido como inflamación sistémica de bajo grado y tiene un papel 
importante en la patogénesis de la DM2. De hecho, la DM2 puede ser clasificada como una 
enfermedad inflamatoria (Donath y Shoelson, 2011) y, en la literatura, se pueden encontrar 
estudios que demuestran aumentos en los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias y 
proteínas de fase aguda –como la proteína C reactiva (PCR)– en pacientes con DM2 (Herder et 
al., 2005; Pickup et al., 1997; Spranger et al., 2003); que son, principalmente, resultado de la 
activación de adipocitos, células inmunitarias y hepatocitos (Donath y Shoelson, 2011). Además, 
se ha visto que la administración intravenosa de TNF-α en individuos sanos induce resistencia a 
la insulina, señalando el importante papel regulatorio de la inflamación sobre la patogénesis de 
la DM2 (Krogh-Madsen et al., 2006). 
En relación a la respuesta inflamatoria, se cree que tiene su origen en el tejido adiposo y que 
estaría relacionada con la obesidad. El balance energético positivo, cuando permanece en el 
tiempo y se cronifica, da lugar a una expansión del tejido adiposo, hipertrofia de los adipocitos 
y, finalmente, liberación de señales que favorecen el reclutamiento e infiltración de macrófagos 
(Surmi y Hasty, 2008). Este escenario favorece la secreción de citoquinas proinflamatorias 
(también conocidas como adipoquinas cuando son liberadas por el tejido adiposo), como el 
TNF-α o la interleuquina 6 (IL-6, que induce la expresión hepática de PCR). Las citoquinas, al 
igual que el exceso de ácidos grasos saturados, activan las rutas de señalización de la quinasa 
c-Jun NH2-terminal (JNK), la de la proteína quinasa C (PKC), o el inhibidor de la subunidad β de la 
quinasa de NF-κB (IKKβ) (Boucher et al., 2014), que conducen finalmente a la fosforilación en 
residuos de serina de los IRS, lo que disminuye su afinidad por el IR, mitigando la transducción 
de la señal a través de la ruta de la insulina (Hotamisligil, 2003; van Greevenbroek et al., 2013). 
Por otro lado, la fosforilación de de IKKβ permite la liberación de NF-κB, que es translocado al 




núcleo donde promueve la expresión de moléculas proinflamatorias y de numerosos genes 
diana cuyos productos inducen resistencia a la insulina (Shoelson et al., 2006).  
Además de éstos, existen otros mecanismos a través de los cuales el aumento en la secreción 
de citoquinas proinflamatorias por parte de adipocitos y células inmunitarias causa resistencia a 
la insulina. Por ejemplo, el tratamiento crónico de adipocitos humanos con la citoquina 
proinflamatoria interleuquina 1β (IL-1β) disminuyó la expresión de IRS-1 provocando una 
disminución en la expresión y en la translocación a la membrana plasmática del receptor de 
glucosa dependiente de insulina GLUT-4 (Jager et al., 2007). De acuerdo con estos resultados, se 
ha visto que TNF-α e IL-6 también están implicadas en la disminución de la expresión de GLUT-4 
(Rotter et al., 2003). 
La respuesta inflamatoria sistémica de bajo grado, además de alterar la señalización de la ruta 
de la insulina, afecta a la función de las células β del páncreas (van Greevenbroek et al., 2013). 
Por ejemplo, bajo condiciones de hiperglucemia se produce un aumento de las concentraciones 
de IL-1β que promueve el deterioro de las células β al inducir la apoptosis a través de la ruta de 
FAS (Maedler et al., 2002). 
Las rutas de señalización de NF-κB y JNK juegan un papel central en la señalización 
proinflamatoria y se ha visto que están activadas en múltiples tejidos en DM2 y obesidad 
(Donath y Shoelson, 2011). Por ejemplo, en el hígado, la vía de NF-κB se activa por dietas ricas 
en grasa y obesidad, dando lugar a un aumento en la producción de citoquinas proinflamatorias 
como TNF-α, IL-6 e IL-1β que afectan directamente a la resistencia a la insulina tanto a nivel 
local como sistémico (Cai et al., 2005). De manera inversa, debemos destacar el papel que la 
resistencia a la insulina puede tener sobre la inflamación crónica. En este sentido, se ha descrito 
que la insulina por sí misma tiene propiedades antiinflamatorias (Dandona et al., 2009; Sun et 
al., 2014). De hecho, Dandona y colaboradores demostraron que la infusión de una dosis baja 
de insulina (2 - 2,5 UI/h) en pacientes obesos no diabéticos disminuía la expresión intranuclear 
de NF-κB y aumentaba la expresión proteica de su inhibidor IKKβ en células mononucleares, 
además de suprimir en estas células la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) y 
disminuir las concentraciones plasmáticas de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), la 
proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), y el inhibidor del activador de 
plasminógeno 1 (PAI-1) (Dandona et al., 2001). Por lo tanto, nos encontramos ante un círculo 
vicioso en el que, por un lado, la inflamación altera la acción de la insulina y, por otro lado, la 
resistencia a la insulina puede promover inflamación crónica. 




El aumento de marcadores inflamatorios circulantes está asociado con el riesgo de desarrollar 
enfermedades micro- y macrovasculares (Lowe et al., 2014). Así, por ejemplo, se ha descrito 
que IL-6 juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad coronaria (Yudkin et al., 
2000), y los niveles de PCR se consideran un importante marcador en la predicción de eventos 
cardiovasculares (Emerging Risk Factors Collaboration et al., 2012). Cabe destacar, por último, el 
estudio de Dalla Vestra y colaboradores, que sugiere el papel primordial de la inflamación sobre 
la patogénesis de la nefropatía diabética al demostrar una asociación entre el aumento de 
marcadores inflamatorios de fase aguda, IL-6 y PCR, y un engrosamiento de la membrana basal 
glomerular (Dalla Vestra et al., 2005). 
1.3.2. Disfunción endotelial 
La disfunción endotelial constituye uno de los eventos clave en el inicio de los procesos 
inflamatorios que se asocian con las complicaciones vasculares en los pacientes con DM2 
(Dhananjayan et al., 2016). El endotelio es la capa interna de la pared de los vasos sanguíneos y 
participa en la homeostasis vascular mediante la modulación del flujo sanguíneo, la 
permeabilidad vascular, la proliferación y migración de las células de músculo liso, la fibrinolisis 
y coagulación, la inflamación y la adherencia de leucocitos y plaquetas, entre otras. Además, el 
endotelio se encarga de mantener el tono vascular mediante la producción de sustancias con 
capacidad vasodilatadora (como el NO y la prostaciclina), y vasoconstrictora (como la endotelina 
1 y la angiotensina II). Bajo condiciones fisiológicas existe un equilibrio entre la producción y la 
liberación de los factores vasodilatadores y vasoconstrictores. Sin embargo, la disfunción 
endotelial ocurre cuando se produce un desequilibrio en este balance que predispone a la 
vasculatura a sufrir efectos protrombóticos y proaterogénicos. Como resultado se produce 
vasoconstricción, activación plaquetaria, adhesión leucocitaria, estrés oxidativo, inflamación, 
proliferación celular en las paredes vasculares, alteración de la coagulación y, finalmente, 
aterosclerosis y trombosis (Carrizzo et al., 2018; Su, 2015).  
El NO juega un papel crucial en el desarrollo de disfunción endotelial y aterosclerosis, puesto 
que, además de su actividad vasodilatadora, es capaz de inhibir la expresión de citoquinas 
proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesión leucocitarias. Esta molécula es 
sintetizada en las células endoteliales por la enzima NO sintetasa endotelial (eNOS); y, cuando 
las concentraciones de los sustratos y cofactores para la síntesis de NO son bajas, la eNOS 
puede desacoplarse y dar lugar a la producción de ERO. Además, cuando existe una alta 
concentración de ERO −por ejemplo, en condiciones de hiperglucemia, inflamación o resistencia 
a la insulina−, el NO reacciona con ellos para formar peroxinitrito, exacerbando así el estrés 




oxidativo y promoviendo el desacoplamiento de la eNOS (Dhananjayan et al., 2016). La 
hiperglucemia provoca daño vascular al promover un desequilibrio entre la biodisponibilidad de 
NO y la acumulación de ERO, por lo que es considerada como uno de los principales factores 
implicados en el desarrollo de disfunción endotelial en pacientes con DM2 (Kaur et al., 2018). 
Además, la insulina está implicada en la producción de NO mediante la activación de la eNOS a 
través de la ruta de señalización dependiente de PI3K, por lo que bajo condiciones de 
resistencia a la insulina, donde la ruta PI3K se ve alterada, la producción de NO se ve 
comprometida, contribuyendo de esta manera a la disfunción endotelial observada en la DM2 
(Kim et al., 2006). 
1.3.3. El proceso aterosclerótico 
La resistencia a la insulina, la hiperglucemia y la dislipidemia favorecen una alteración del 
entorno metabólico que afecta a la pared vascular por medio de una serie de acontecimientos, 
como la disfunción endotelial, el estrés oxidativo y la inflamación sistémica de bajo grado, entre 
otros. La activación de estos eventos aumenta la vasoconstricción, favorece el desarrollo de 
aterosclerosis, y promueve la formación de trombos (Kaur et al., 2018). La aterosclerosis es una 
enfermedad crónica de origen inflamatorio que provoca una acumulación incontrolada de 
lípidos en la pared arterial. Como consecuencia, la luz del vaso sanguíneo se va reduciendo 
hasta el punto que puede llegar a ocluirse y provocar un proceso isquémico en el tejido 
adyacente.  
El proceso aterosclerótico (Figura 4) comienza por una disfunción endotelial y alteraciones 
estructurales de la pared de los vasos sanguíneos que favorece la acumulación de LDL en el 
espacio subendotelial, donde son oxidadas por ERO o por enzimas como mieloperoxidasa o 
lipooxigenasas liberadas por células inflamatorias (Weber y Noels, 2011). Los pacientes 
diabéticos sufren cambios cualitativos en las partículas LDL, aumentándose la proporción de 
partículas LDL pequeñas y densas. Éstas son especialmente proaterogénicas, ya que atraviesan 
más fácilmente la pared endotelial y son más susceptibles de oxidación (Chait et al., 1993; 
Ivanova et al., 2017). Las LDL oxidadas estimulan la expresión de moléculas de adhesión y la 
secreción de citoquinas por parte de las células endoteliales, hecho que induce un 
reclutamiento e infiltración de leucocitos (principalmente monocitos) a la pared arterial. Una 
vez allí, los monocitos se diferencian a macrófagos, que comienzan a captar y acumular las LDL 
oxidadas convirtiéndose en células espumosas. Si en el espacio subendotelial hay un exceso de 
colesterol, la capacidad de acumulación de los macrófagos se ve sobrepasada y las células 
espumosas entran en apoptosis y mueren, liberando su contenido intracelular que queda 




retenido en la pared del vaso. Este efecto induce una reacción inflamatoria que atrae más 
macrófagos a la zona de la lesión, pudiendo generar de esta manera una placa de ateroma 
(Weber y Noels, 2011). Las placas de ateroma generalmente están cubiertas por una capa 
fibrosa compuesta por colágeno, proteoglucanos y células de músculo liso. A medida que la 
lesión aterosclerótica va evolucionando, el potencial inflamatorio aumenta y se favorece la 
proliferación de células de músculo liso, por lo que la placa se va ensanchando y puede dar 
lugar a la oclusión del vaso o, en caso de ruptura, a la formación de trombos (Badimon y Vilahur, 
2014). Cuando las arterias afectadas son las coronarias el resultado de este proceso puede dar 
lugar a angina o infarto agudo de miocardio. 
 
Figura 4. Patogénesis del proceso aterosclerótico. Cuando el endotelio está dañado permite el paso de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) que son oxidadas en el espacio subendotelial por especies reactivas 
de oxígeno (ERO). Paralelamente, las células endoteliales liberan citoquinas y expresan en su superficie 
moléculas de adhesión, lo que atrae a los leucocitos hacia la pared vascular. Los leucocitos ruedan sobre 
el endotelio hasta que se adhieren firmemente, lo atraviesan, y es entonces cuando se diferencian a 
macrófagos y comienzan a fagocitar LDL oxidadas para convertirse en células espumosas, que se 
acumulan en la pared del vaso hasta que su capacidad de almacenamiento de lípidos se ve sobrepasada. 
Finalmente, mueren por apoptosis y liberan su contenido, lo que desencadena una reacción inflamatoria 
exacerbada. En este proceso existe también migración y proliferación de células de músculo liso, y una 
acumulación de fibras de colágeno, que recubre la placa de ateroma. ERO, especies reactivas de oxígeno; 
LDL, lipoproteínas de baja densidad. 
Aunque histológicamente la evolución de la aterosclerosis en los pacientes con DM2 no es 
diferente a la de personas sin diabetes, sí que es cierto que la resistencia a la insulina, la 




hiperglucemia y la inflamación presentes en la DM2 aceleran y acentúan el desarrollo de 
lesiones ateroscleróticas.  
1.3.4. Interacción leucocito-endotelio 
La inflamación y la activación del sistema inmune innato están íntimamente relacionadas con la 
patogénesis de la diabetes (Pickup, 2004) y muchos de los mecanismos moleculares implicados 
en la fisiopatología de esta enfermedad están mediados por leucocitos. Los leucocitos son 
células inmunitarias que participan activamente en la respuesta inflamatoria y en el proceso 
aterosclerótico. Varios estudios han señalado la importancia que la activación crónica del 
sistema inmunitario podría desempeñar en el desarrollo de resistencia a la insulina (Shiny et al., 
2014; Vozarova et al., 2002). Un relevante estudio llevado a cabo en 2005 por Arkan y 
colaboradores señaló que la expresión de la proteína IKKβ en los leucocitos de ratones obesos o 
sometidos a una dieta rica en grasas es responsable del desarrollo de resistencia a la insulina 
sistémica (Arkan et al., 2005), dejando así constancia del importante papel que juega la 
activación de la cascada inflamatoria de las células inmunes sobre la resistencia a la insulina.  
Este tipo celular no es solo crucial en el desarrollo de resistencia a la insulina, sino que participa 
en las primeras etapas del proceso aterogénico. Los leucocitos que circulan en el torrente 
sanguíneo son reclutados hacia la pared vascular e inician la respuesta inflamatoria y 
extravasación leucocitaria (Figura 4). Este fenómeno consiste en un proceso secuencial que 
tiene lugar en tres etapas principales: (i) Rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio, (ii) 
adhesión firme y (iii) transmigración endotelial. En respuesta a un estímulo inflamatorio, las 
células endoteliales liberan citoquinas y expresan en su superficie moléculas de adhesión que 
atraen a los leucocitos circulantes, de forma que éstos se aproximan y establecen contacto con 
el endotelio activado. Las selectinas son las proteínas de adhesión encargadas del primer 
contacto leucocito-endotelio (Langer y Chavakis, 2009), en concreto, la L-selectina (que se 
expresa constitutivamente en la superficie de los leucocitos) y la E-selectina (en las células 
endoteliales activadas). Tras las fases de atracción y captura, los leucocitos comienzan a rodar 
sobre la superficie endotelial y van disminuyendo su velocidad hasta que se paran y se produce 
la adhesión. El proceso de rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio está controlado 
principalmente por la P-selectina expresada en las células endoteliales, mientras que la 
adhesión firme ocurre tras la interacción de las integrinas (localizadas en la membrana de los 
leucocitos) con sus receptores en las células endoteliales (moléculas de adhesión intercelular, 
ICAM, y moléculas de adhesión vascular, VCAM) (Langer y Chavakis, 2009; Ley et al., 2007). Por 
último, y mediante la acción de ICAM y PECAM (molécula de adhesión plaqueto-endotelial), 




entre otras, los leucocitos adheridos atraviesan el endotelio en un proceso conocido como 
extravasación o diapédesis que les permite migrar hacia el foco de infección (Muller, 2013).  
Las moléculas de adhesión celular (CAM) pueden sufrir una escisión proteolítica y ser liberadas 
a la circulación como formas solubles (sCAM) (Leeuwenberg et al., 1992), cuyos niveles pueden 
ser fácilmente evaluados en muestras de suero o plasma y reflejan la expresión celular de CAM. 
Numerosos estudios han demostrado que los pacientes con DM2 presentan elevadas 
concentraciones séricas de moléculas de adhesión en comparación con sujetos sanos (Boulbou 
et al., 2005; Hernandez-Mijares et al., 2013; Kulkarni et al., 2016), lo que contribuye a que sus 
leucocitos experimenten más interacciones con el endotelio, pudiendo finalmente favorecer el 
desarrollo temprano de aterosclerosis y de complicaciones vasculares. Estos procesos están 
relacionados con el aumento en el estrés oxidativo observado en la DM2. En este sentido, la 
hiperglucemia provoca un descenso en los niveles de NO, un aumento del estrés oxidativo y una 
activación de los receptores de productos avanzados de glucosilación (RAGE), lo que promueve 
la activación de NF-κB y la proteína activadora 1 (AP-1), factores de transcripción que regulan la 
expresión de moléculas de adhesión, quimiocinas y proteínas proinflamatorias implicadas en la 
aterogénesis (Beckman et al., 2002; Kaur et al., 2018). Además, aumentos en los niveles de 
VLDL y AGL (como los que se observan típicamente en los pacientes con DM2) también 
aumentan la expresión de NF-κB en las células endoteliales con la subsecuente expresión de 
citoquinas y moléculas de adhesión que promueven el desarrollo de lesiones ateroscleróticas 
(Dichtl et al., 1999). 
En la actualidad, existen métodos que permiten evaluar y cuantificar las interacciones de los 
leucocitos con el endotelio vascular tanto “in vivo” −mediante técnicas de imagen intravital en 
animales de experimentación (Jain et al., 2013)− como “ex vivo” −mediante el uso de cámaras 
de flujo paralelo que permiten perfundir una suspensión aislada de leucocitos sobre una 
monocapa de células endoteliales (Ling et al., 2003). Dada la importancia de las interacciones 
leucocito-endotelio en el inicio del proceso aterosclerótico, el estudio de los mecanismos y las 
moléculas implicadas en estos procesos permitirá conocer con mayor detalle el papel que 
juegan la DM2 y otras enfermedades metabólicas en el desarrollo de aterosclerosis y las 
enfermedades vasculares asociadas, además de facilitar el diseño de estrategias y fármacos 
capaces de prevenir y retrasar la aparición de aterosclerosis y sus consiguientes complicaciones. 




1.4. Consecuencias de la DM2: Complicaciones vasculares asociadas 
Como hemos visto en los apartados anteriores, las alteraciones metabólicas características de la 
DM2 desencadenan procesos moleculares que contribuyen a la disfunción vascular. Las 
consecuencias de estas alteraciones resultan en el desarrollo de complicaciones vasculares 
asociadas a la diabetes, que dependiendo del tamaño de los vasos afectados pueden ser 
clasificadas en complicaciones microvasculares (principalmente cuando se dañan vasos de la 
microvasculatura capilar del riñón, el ojo o el sistema nervioso) o macrovasculares (si se ven 
afectados vasos de mayor calibre como las arterias coronarias). Las complicaciones vasculares 
son muy comunes entre los pacientes con DM2, de hecho un estudio observacional llevado a 
cabo sobre más de 65.000 participantes de 28 países diferentes reveló que aproximadamente la 
mitad de los pacientes presentaban complicaciones microvasculares y un 27% poseían 
complicaciones macrovasculares (Litwak et al., 2013). Además, se estima que las personas 
diabéticas tienen un riesgo relativo de desarrollar complicaciones microvasculares 10-20 veces 
mayor que las personas sin diabetes, y que el riesgo relativo es 2-4 veces mayor para el 
desarrollo de complicaciones macrovasculares (Gregg et al., 2016). La presencia y progresión de 
complicaciones vasculares limita la calidad de vida de los pacientes con DM2 y puede llegar a 
producir daños irreversibles o, en el peor de los casos, la muerte. Por todo ello, el 
entendimiento de los mecanismos moleculares que están asociados al desarrollo de estas 
complicaciones es fundamental mejorar la calidad de vida de los pacientes con DM2.  
1.4.1. Complicaciones microvasculares de la DM2 
Las complicaciones microvasculares de la diabetes incluyen la nefropatía, retinopatía y 
neuropatía diabética, y están íntimamente relacionadas con la duración y severidad de la 
hiperglucemia (Chawla et al., 2016; Holman et al., 2008). Aunque en un paciente con DM2 
todas sus células están expuestas a niveles elevados de glucosa, la hiperglucemia afecta 
especialmente a aquellas células que son incapaces de regular su captación, como son las 
células mesangiales del glomérulo renal, las células endoteliales que conforman los capilares de 
la retina, las neuronas y las células de Schwann de los nervios periféricos (Brownlee, 2001; 
Kaiser et al., 1993). De forma que es la hiperglucemia intracelular la que causa el daño en estas 
células y desencadena el desarrollo de nefropatía, retinopatía y neuropatía respectivamente. 
Los mecanismos moleculares implicados en estos procesos se cree que son consecuencia de la 
producción excesiva de ERO que tiene lugar bajo condiciones de hiperglucemia (Brownlee, 
2005). Además de la hiperglucemia, la hipertensión, la predisposición genética, la hiperlipidemia 
y la obesidad son también importantes factores de riesgo que participan en el desarrollo de 
complicaciones microvasculares (Khanam et al., 2017; van Leiden et al., 2002). 




Las complicaciones microvasculares son más frecuentes en la población diabética que las 
macrovasculares, de hecho, las cifras de prevalencia de estas complicaciones rondan el 20-40 % 
para la nefropatía (Gheith et al., 2015; Molitch et al., 2004), aproximadamente el 30 % para la 
retinopatía (Ruta et al., 2013) y entre el 13 y el 45 % en el caso de la neuropatía (van Dieren et 
al., 2010). Constituyen la principal causa de enfermedad renal terminal, ceguera y amputación 
de miembros en extremidades inferiores, respectivamente. En este sentido, es particularmente 
importante la nefropatía diabética (definida como albuminuria y proteinuria persistente y/o 
descenso mantenido en el tiempo de la tasa de filtrado glomerular estimado) ya que 
aproximadamente un 10% de las muertes entre los pacientes con DM2 se deben a fallo renal 
(van Dieren et al., 2010). 
1.4.2. Complicaciones macrovasculares de la DM2 
La DM2 afecta también a los vasos de mayor calibre, como las arterias que irrigan el corazón, el 
cerebro y las extremidades inferiores, dando lugar a enfermedades cardiovasculares entre las 
que destacan la cardiopatía coronaria, angina, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, 
enfermedad arterial periférica e insuficiencia cardiaca. En comparación con las personas no 
diabéticas, los pacientes con DM2 tienen el doble de probabilidades de desarrollar enfermedad 
cardiovascular, independientemente de su IMC, presión arterial sistólica, edad y del hábito 
tabáquico (Emerging Risk Factors Collaboration et al., 2010). Además, el desarrollo de 
enfermedad cardiovascular ocurre 14,6 años antes que en personas no diabéticas (Beckman et 
al., 2013) y provoca la muerte del 50% de los pacientes con DM2 (van Dieren et al., 2010), 
constituyendo la principal causa de mortalidad y morbilidad asociada a la DM2.  
En la fisiopatología de las complicaciones macrovasculares de la diabetes el desarrollo precoz de 
lesiones ateroscleróticas desempeña un papel primordial. Este proceso se ve favorecido y 
acelerado por la resistencia a la insulina, la hiperglucemia y la inflamación crónica. La 
aterosclerosis conduce al estrechamiento de las paredes arteriales en el sistema vascular 
periférico o coronario, debido a la formación de lesiones ateroscleróticas ricas en lípidos que 
están rodeadas por una capa fibrosa. La ruptura de estas lesiones puede desencadenar fatales 
consecuencias como el infarto vascular agudo (Boyle, 2007). En la DM2 existe también un 
aumento de la adhesión plaquetaria y una mayor tendencia a la coagulación sanguínea 
(hipercoagulabilidad). En este sentido, el descenso en los niveles de NO, el aumento de la 
formación de ERO en las plaquetas y la alteración en la regulación del calcio promueven 
agregación plaquetaria. Este aumento de la coagulabilidad, junto con los cambios en la 
fibrinolisis debidos a los niveles elevados de PAI-1 en pacientes diabéticos, incrementan aún 




más el riesgo de oclusión vascular y eventos cardiovasculares en la DM2 (Kaur et al., 2018; 
Kearney et al., 2017). Todo ello, unido a los otros factores de riesgo cardiovascular descritos con 
anterioridad, hace que en el manejo del paciente diabético sea de primordial importancia el 
control intensivo de los niveles de glucosa y lípidos circulantes, junto con un control estricto de 
la tensión arterial y del peso corporal para minimizar el riesgo de complicaciones y el progreso 
de la enfermedad. 




1.5. Mecanismos moleculares implicados en la fisiopatología de la DM2 
1.5.1. Estrés oxidativo 
El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la producción de moléculas con 
capacidad pro-oxidante (radicales libres) y las defensas antioxidantes, que puede desembocar 
en daño en los tejidos donde se produce. Es considerado como uno de los principales factores 
responsables del inicio y progresión de la DM2 y sus complicaciones asociadas. Para poder 
entender cómo influye el estrés oxidativo en el desarrollo de resistencia a la insulina y en la 
alteración de la secreción insulínica por parte de las células β-pancreáticas, necesitamos 
abordar el papel desempeñado por las ERO en la célula sana y los mecanismos involucrados en 
la pérdida del equilibrio que desencadenan la alteración del estado redox en la célula. 
1.5.1.1. Especies reactivas de oxígeno (ERO) 
La formación de ERO ocurre por la reducción de oxígeno molecular (O2) o por la oxidación de 
moléculas de agua (H2O), que resultan en la producción de anión superóxido (O2˙¯), peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (˙OH). Las ERO son moléculas esenciales en la señalización 
celular y, cuando son producidas en cantidades moderadas, desempeñan un importante papel 
en respuestas celulares fisiológicas. Sin embargo, cuando su producción es excesiva, 
desencadenan reacciones que promueven la oxidación de lípidos, proteínas, carbohidratos y 
moléculas de ADN, causando importantes daños celulares (Valko et al., 2007). En la célula 
existen dos fuentes principales de ERO, la mitocondria y la NADPH oxidasa (NOX). En 
contraposición, y para minimizar el daño celular oxidativo, bajo condiciones fisiológicas, los 
niveles de ERO son controlados por sistemas antioxidantes endógenos.  
1.5.1.2. La mitocondria como fuente de ERO 
1.5.1.2.1. El proceso de la fosforilación oxidativa 
La mitocondria es la principal fuente de energía de la célula. En ella tiene lugar la síntesis de ATP 
a través de la fosforilación oxidativa, proceso que es llevado a cabo por la cadena de transporte 
de electrones situada en la membrana mitocondrial interna. La oxidación de glucosa por la 
glucolisis genera NADH y piruvato. El piruvato es transportado a la mitocondria para ser oxidado 
a través del ciclo de Krebs produciendo CO2, H2O, NADH y FADH2. Por otra parte, la β-oxidación 
de los ácidos grasos produce acetil-CoA (que puede entrar en el ciclo de Krebs), NADH y FADH2. 
Son estas dos últimas moléculas las que proporcionan los electrones para la producción de ATP 
a través de la fosforilación oxidativa.  




En la cadena de transporte de electrones, el flujo de electrones es mediado por cuatro 
complejos enzimáticos (I-IV) anclados a la membrana mitocondrial interna, más la ubiquinona y 
el citocromo C. La transferencia de electrones a través de los complejos I, III y IV promueve un 
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial, generando un gradiente electroquímico de 
protones que mantiene el potencial de membrana mitocondrial y es utilizado por la ATP 
sintetasa (o complejo V) para catalizar la síntesis de ATP a partir de la fosforilación de ADP 
(Figura 5).  
1.5.1.2.2. Generación de ERO mitocondriales 
Durante el proceso de fosforilación oxidativa los electrones procedentes de NADH o FADH2 son 
transferidos al O2 en una reacción que genera H2O. Sin embargo, una pequeña proporción de 
electrones no atraviesa completamente la cadena respiratoria, sino que son transferidos 
directamente al O2, que es convertido en O2˙¯, sin producción de ATP (Figura 5). De esta forma, 
entre un 0,2% y un 2% del O2 consumido por las células se utiliza para la producción de ERO en 
un proceso que ocurre principalmente en los complejos I y III de la cadena de transporte de 
electrones (Balaban et al., 2005). En mitocondrias aisladas se ha visto que la tasa más alta de 
producción de O2˙¯ ocurre de manera predominante en el complejo I mitocondrial y tiene lugar 
principalmente bajo dos situaciones: (i) cuando la mitocondria no está generando ATP (debido a 
que hay poca demanda y, por tanto, una baja tasa de respiración) y, consecuentemente, tiene 
un elevado gradiente electroquímico de protones y un pool de coenzima Q altamente reducido 
que promueve el transporte reverso de electrones; (ii) cuando el ratio NADH/NAD+ en la matriz 
mitocondrial está aumentado (Murphy, 2009). Ambas situaciones pueden darse en la célula 
cuando hay, por ejemplo, un exceso en el aporte calórico y un gasto energético escaso como 
ocurre en la DM2 y la obesidad. 
El O2˙¯ es el precursor de todas las ERO y, debido a que es una molécula muy reactiva, el O2˙¯ es 
rápidamente convertido a H2O2 por acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD), y éste a su 
vez puede entonces ser reducido a ˙OH por iones metálicos de cobre o hierro (Figura 5) (Jackson 
et al., 2002).  
1.5.1.3. Generación de ERO no mitocondriales 
Aunque la mayor parte de ERO son generadas en la mitocondria, en la célula existen otras 
fuentes importantes de radicales libres, como las enzimas ciclooxigenasa, NO sintetasa, xantina 
oxidasa, lipooxigenasa, ubiquinona, etc.; que durante sus respectivas actividades enzimáticas 
dan lugar a la producción de ERO como subproducto. Sin embargo la principal fuente de ERO no 




mitocondriales es la NOX, un complejo multienzimático situado en la membrana plasmática que 
cataliza la producción de O2˙¯ a partir de la reducción de un electrón de la molécula de O2 
utilizando NAD(P)H como donador de electrones (Figura 5) (Bedard y Krause, 2007). Aunque 
históricamente se descubrió en células fagocíticas por su papel fundamental en la inmunidad 
innata al ser responsable de la generación de ERO como defensa oxidativa frente a patógenos 
invasores (Segal y Jones, 1978), posteriormente se ha visto que algunos miembros de la familia 
de las NOX se expresan en otros tipos celulares y participan en funciones muy diversas. Por 
ejemplo, su expresión en las células de la pared vascular, como células endoteliales, células del 
músculo liso y fibroblastos adventicios, ha puesto de manifiesto a la NOX como un importante 
regulador del tono vascular (Manea et al., 2015). Por lo tanto, una actividad exacerbada de esta 
enzima puede dar lugar a estrés oxidativo y desembocar en el desarrollo de enfermedades 
como hipertensión y aterosclerosis (Santillo et al., 2015). 
1.5.1.4. Defensas antioxidantes 
Para prevenir y combatir los efectos nocivos del exceso de ERO existen eficientes mecanismos 
de defensa contra el daño oxidativo (Figura 5). En general, hay dos categorías de sistemas 
antioxidantes: pequeñas moléculas con capacidad reductora (glutatión, vitamina E, ácido 
ascórbico, ácido úrico), y proteínas redox (peroxidasas, superóxido dismutasa, catalasa, 
glutatión reductasa, tiorredoxinas, etc.). 
El glutatión es la molécula antioxidante no proteica más abundante en las células. Posee dos 
estados, una forma reducida (GSH) y otra oxidada (GSSG), de manera que el ratio GSH/GSSG 
puede utilizarse como indicador de estrés oxidativo y medida del potencial redox. La enzima 
glutatión reductasa (GR) cataliza la reducción de GSSG a GSH. El GSH puede neutralizar radicales 
libres directamente o actuar como sustrato para las enzimas glutatión peroxidasa (GPX) o 
glutatión S-transferasa (GST) durante la detoxificación de H2O2 y peróxidos lipídicos (Deponte, 
2013). La SOD es una enzima fundamental en la dismutación del ión O2˙¯, convirtiéndolo en 
H2O2 y O2. Existen tres isoformas de esta enzima: CuZn-SOD (localizada en el citosol, también 
conocida como SOD1), Mn-SOD (SOD2, en la matriz mitocondrial) y EC-SOD (SOD3, en el espacio 
extracelular). Es de destacar su papel en la protección de la vasculatura (Fukai y Ushio-Fukai, 
2011). Finalmente, la enzima catalasa (CAT) se encarga de procesar enzimáticamente el H2O2 
para producir O2 y H2O, neutralizando así esta molécula altamente reactiva. 





Figura 5. Producción y detoxificación de especies reactivas de oxígeno (ERO). En la cadena de transporte 
de electrones mitocondrial el flujo de electrones (procedentes del NADH y FADH2 derivados de la 
glucolisis y la β-oxidación de ácidos grasos) a través de los complejos mitocondriales genera un gradiente 
electroquímico de protones que es utilizado por la ATP sintetasa para la producción de ATP. La fuga de 
electrones que ocurre en determinadas ocasiones en los complejos I y III da lugar a la generación de 
superóxido (O2˙¯). Esta molécula altamente reactiva es transformada en la matriz mitocondrial por la 
superóxido dismutasa mitocondrial (Mn-SOD) a peróxido de hidrógeno (H2O2), que es convertido en H2O 
por la glutatión peroxidasa (GPX) en un proceso en el que se oxida glutatión en su forma reducida (GSH) a 
su forma oxidada (GSSG). La reducción de GSSG a GSH es llevada a cabo por la enzima glutatión reductasa 
(GR). Por otro lado, en el citosol, la superóxido dismutasa citosólica (CuZn-SOD) convierte rápidamente en 
H2O2 el O2˙¯ generado por la NADPH oxidasa (NOX). El H2O2 puede ser reducido a ión hidroxilo (HO˙) por 
iones de hierro (Fe2+), o bien puede ser detoxificado a H2O y O2 por las enzimas catalasa (CAT) o GPX.  
Es importante resaltar el papel del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) en la respuesta 
citoprotectora contra agentes oxidantes. Este factor de transcripción, cuando es liberado de su 
inhibidor (la proteína 1 asociada a ECH similar a Kelch, KEAP1) y translocado al núcleo, es capaz 
de unirse a secuencias de “elementos de respuesta antioxidante” (ARE) y activar la transcripción 
de genes que codifican enzimas implicadas en reacciones de detoxificación o de respuestas 
antioxidantes (Chartoumpekis y Kensler, 2013). 
Por último, además de los sistemas antioxidantes clásicos, las sirtuinas son importantes 
sensores energéticos implicados en la regulación del metabolismo y la función mitocondrial 




(Bause y Haigis, 2013). Cabe destacar la sirtuina 3 (SIRT3), una deacetilasa mitocondrial 
dependiente de NAD+ capaz de unirse y deacetilar varias enzimas metabólicas y respiratorias 
que regulan importantes funciones mitocondriales (Onyango et al., 2002). Se ha visto que SIRT3 
no solo participa en la regulación de la producción de ERO en la cadena de transporte de 
electrones, sino que también interviene en la detoxificación de ERO a través de la activación de 
enzimas antioxidantes (Ahn et al., 2008; Bell et al., 2011; Sundaresan et al., 2009). De hecho, 
varios trabajos han señalado que SIRT3 es capaz de proteger a las células del daño oxidativo y 
desempeña un papel en la regulación de la homeostasis de ERO (Qiu et al., 2010; Someya et al., 
2010). 
1.5.1.5. Estrés oxidativo en la DM2 
El estrés oxidativo es considerado como uno de los principales responsables de la patogénesis y 
desarrollo de la DM2 y sus complicaciones asociadas. Numerosos estudios han señalado que los 
pacientes con DM2 presentan un aumento de la producción de ERO y de los niveles de 
marcadores de daño tisular causado por estrés oxidativo, que viene acompañado de un 
descenso en las defensas antioxidantes en comparación con sujetos sanos (Escribano-Lopez et 
al., 2016; Hernandez-Mijares et al., 2011; Shin et al., 2001).  
Un ambiente oxidativo puede desencadenar una alteración en la sensibilidad a la insulina y 
disfunción de las células β pancreáticas, lo que contribuye de forma importante al desarrollo de 
enfermedad diabética. Algunos de los mecanismos por los que el estrés oxidativo promueve 
resistencia a la insulina son: la activación de quinasas que fosforilan en residuos de 
serina/treonina a los IRS y alteran la señalización de la insulina; la alteración de la distribución 
intracelular de los componentes de la ruta de la insulina; el descenso de la expresión génica del 
transportador de glucosa GLUT4 que hace que disminuya la captación de glucosa; y, por último, 
la alteración de la actividad mitocondrial (Bloch-Damti y Bashan, 2005; Eriksson, 2007). Además, 
el alto flujo de nutrientes y el aumento consecuente en la liberación de ERO parecen estar 
implicados en la pérdida de la función de las células β del páncreas. Las células β son 
especialmente sensibles al estrés oxidativo ya que tienen una escasa capacidad antioxidante 
(Lenzen et al., 1996; Miki et al., 2018). El exceso de ERO está implicado en la disminución de la 
capacidad secretora de insulina y el aumento de la apoptosis que causan la disfunción de las 
células β (Drews et al., 2010). 
 
 




1.5.1.5.1. Hiperglucemia y estrés oxidativo 
La hiperglucemia es considerada como uno de los principales factores responsables del estrés 
oxidativo en los pacientes diabéticos (Yaribeygi et al., 2018b). Estudios clásicos demostraron 
que el aumento en las concentraciones de glucosa provocaban un aumento directamente 
proporcional en el grado de peroxidación lipídica (un marcador de estrés oxidativo) de 
eritrocitos humanos in vitro (Jain, 1989). Este resultado se confirmó al observar una correlación 
entre los niveles de HbA1C y la peroxidación lipídica en eritrocitos de pacientes diabéticos (Jain 
et al., 1989). En un tercer estudio realizado por el mismo grupo sobre un modelo de diabetes 
inducida por estreptozotocina en rata, observaron que la peroxidación lipídica de los eritrocitos 
podía prevenirse mediante el control de la glucemia con insulina (Jain et al., 1990), reforzando 
la idea de que la hiperglucemia juega un papel importante en el aumento del estrés oxidativo. 
Los electrones del metabolismo aeróbico de la glucosa son almacenados principalmente en 
moléculas de NADH. Bajo condiciones de hiperglucemia, debido al aumento de la glucolisis, se 
produce más NADH y, por tanto, más oxidación de éste por el complejo I mitocondrial y más 
producción de ERO. El aumento en los niveles de ERO provoca la inhibición de la gliceraldehído 
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Hwang et al., 2009), lo que compromete el metabolismo de 
la glucosa a través de la glucolisis y el ciclo de Krebs, e induce una acumulación de 
gliceraldehído 3-fosfato. De manera que, con el fin de metabolizar los intermediarios 
glucolíticos que se acumulan tras la inhibición de la GAPDH, se activan cuatro rutas alternativas 
que desencadenan una liberación excesiva de ERO: la ruta del polialcohol, la ruta de la 
hexosamina, la activación de la ruta de la PKC y la formación de productos avanzados de 
glucosilación (AGEs) (Robertson, 2004; Yaribeygi et al., 2018b). Bajo condiciones de 
normoglucemia, el metabolismo de glucosa a través de estas rutas es minoritario; sin embargo 
bajo condiciones de hiperglucemia cobran mayor importancia, dando lugar a un aumento del 
estrés oxidativo que puede finalmente llevar al desarrollo de complicaciones vasculares. 
1.5.1.5.1.1. Ruta del polialcohol 
Bajo condiciones de hiperglucemia se produce un aumento de la actividad de la enzima aldosa 
reductasa, que es capaz de reducir glucosa a sorbitol de una manera dependiente de NADPH. 
Como resultado descienden los niveles de NADPH, un cofactor utilizado por la glutatión 
reductasa para generar GSH a partir de GSSG, de forma que la producción de GSH disminuye y 
la capacidad antioxidante de la célula se ve comprometida (Brownlee, 2005). 
 




1.5.1.5.1.2. Ruta de la hexosamina 
Cuando la concentración de glucosa en la célula es alta, la ruta de la glucolisis se puede 
diversificar de modo que la fructosa 6-fosfato puede servir como sustrato a la enzima 
glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT) para generar glucosamina 6-fosfato, que 
puede ser posteriormente convertida a uridina difosfato (UDP)-N-acetilglucosamina. Esta última 
molécula es sustrato de una enzima capaz de transferirla a residuos de serina/treonina de otras 
proteínas (como la eNOS) y factores de transcripción (como Sp1), modificándolos 
postranscripcionalmente y dando lugar a cambios en la expresión de algunos genes (como 
PAI-1). Se ha visto que el aumento del flujo de glucosa a través de la ruta de la hexosamina está 
implicado en la generación de ERO (Goldberg et al., 2011; Rajapakse et al., 2009) y en el 
desarrollo de complicaciones de la diabetes (McLarty et al., 2013; Schleicher y Weigert, 2000). 
1.5.1.5.1.3. Activación de la ruta de la PKC 
Bajo condiciones de hiperglucemia aumenta la síntesis de novo de diacilglicerol, un activador de 
la PKC. Los efectos de la activación de la PKC son múltiples. Por ejemplo, la PKC induce la 
producción de ERO al activar la NOX (Xia et al., 2008). La activación de la PKC resulta en una 
alteración del flujo sanguíneo donde se ve inhibida la vasodilatación, ya que la PKC inhibe la 
eNOS (Fleming y Busse, 2003); y aumentada la vasoconstricción, al activar la endotelina-1 (Park 
et al., 2000). Además, la PKC induce la expresión del factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF), lo que produce cambios en la angiogénesis y en la permeabilidad de los vasos (Xu et al., 
2008). Para terminar, entre las funciones de la PKC se encuentra la de activar NF-κB, 
promoviendo así la expresión de genes proinflamatorios (Saijo et al., 2002). Por lo tanto, la 
activación de esta ruta no solo contribuye al aumento del estrés oxidativo, sino que también 
tiene importantes efectos sobre la vasculatura, constituyendo un mecanismo principal en el 
desarrollo de enfermedades vasculares.  
1.5.1.5.1.4. Formación de productos avanzados de glucosilación (AGEs) 
Un nivel elevado de glucosa puede inducir la formación de glioxal o de metilglioxal, dos 
intermediarios muy reactivos que pueden modificar proteínas mediante glucosilación de grupos 
amino para formar los AGEs (Degenhardt et al., 1998). La modificación de las proteínas por 
AGEs altera la función de éstas; así mismo, la producción excesiva de AGEs puede producir daño 
a través de la unión a sus receptores (RAGE) en la superficie celular. Esta interacción promueve 
la activación de la NOX y por tanto el aumento de la producción intracelular de ERO (Wautier et 
al., 2001), lo que desencadena finalmente la activación de NF-κB que causa cambios patológicos 
en la expresión génica y la respuesta inflamatoria. Además de la producción endógena de AGEs, 




éstos pueden ser adquiridos exógenamente a través de los alimentos (Uribarri et al., 2005). El 
aumento del estrés oxidativo y la inducción de la respuesta inflamatoria promovida por AGEs y 
sus receptores contribuyen a la patogénesis de las complicaciones diabéticas. De hecho, 
recientemente se ha demostrado que la acumulación plasmática de AGEs está asociada con un 
aumento en la incidencia de enfermedad cardiovascular (Koska et al., 2018). 
1.5.1.5.2. Defensas antioxidantes en la DM2 
Los pacientes con DM2 presentan una disminución de las defensas antioxidantes (Calabrese et 
al., 2012; Hernandez-Mijares et al., 2011; Hernandez-Mijares et al., 2013) que, a menudo, se ve 
agravado por la presencia de enfermedades vasculares (Lutchmansingh et al., 2018). Desde 
hace décadas, se han venido realizando estudios para determinar si es posible prevenir o 
retrasar la aparición de complicaciones vasculares mediante el uso de estrategias que 
disminuyan el estrés oxidativo. Kedziora-Kornatowska y colaboradores demostraron que el 
tratamiento de ratas diabéticas con vitaminas C y E no sólo disminuía la peroxidación lipídica y 
aumentaba la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-peroxidasa en el riñón de 
las ratas tratadas, sino que además promovía un descenso de la excreción de albúmina en la 
orina, una disminución del grosor de la membrana basal glomerular y reducía el peso de los 
riñones, indicando que el suplemento con estas vitaminas antioxidantes puede ser útil en la 
prevención de la nefropatía diabética (Kedziora-Kornatowska et al., 2003). Además, en un 
modelo similar, la vitamina E mejoró la disfunción endotelial aumentando la contractilidad 
vascular de la aorta, probablemente mediante la reducción de la peroxidación lipídica (Cinar et 
al., 2001). Como éstos, numerosos estudios en modelos experimentales han demostrado los 
beneficios del suplemento con antioxidantes sobre la vasculatura y el desarrollo de 
complicaciones vasculares, por lo que no es de extrañar que paralelamente se hayan realizado 
estudios clínicos para estudiar los posibles beneficios de la suplementación con antioxidantes 
sobre pacientes con DM2. Así, en un metaanálisis reciente en el que se analizaron 30 ensayos 
clínicos aleatorizados concluyeron que la suplementación con vitaminas antioxidantes, 
especialmente vitamina E, en pacientes con DM2 podría mejorar la capacidad antioxidante y el 
control glucémico, lo que podría llegar a convertirse en una estrategia para controlar las 
complicaciones de la DM2 (Balbi et al., 2018). Sin embargo, éste es un tema que ha suscitado 
gran controversia, ya que otros trabajos no pudieron demostrar un beneficio significativo de la 
suplementación con vitaminas sobre el control glucémico en pacientes con DM2 (Xu et al., 
2014). 
 




1.5.2. Disfunción mitocondrial 
La disfunción mitocondrial consiste en una alteración del número, la densidad o la función de 
las mitocondrias de una célula o tejido, que lleva a una pérdida de eficiencia de la cadena de 
transporte de electrones y una disminución en la síntesis de ATP. Las causas del mal 
funcionamiento mitocondrial pueden ser atribuidas a factores genéticos (como mutaciones en 
alguno de los genes que codifican las proteínas implicadas en la fosforilación oxidativa), o a 
factores ambientales que causan estrés oxidativo (Niyazov et al., 2016). Dado que las 
mitocondrias son la principal fuente de ERO en la célula, se convierten por proximidad en uno 
de los orgánulos más vulnerables a la acumulación de daño oxidativo (Kowaltowski y Vercesi, 
1999). Las ERO producidas en la mitocondria durante el proceso de fosforilación oxidativa 
pueden dañar el ADN mitocondrial (ADNmt), los lípidos de las membranas mitocondriales o las 
proteínas de la cadena respiratoria, comprometiendo así la función mitocondrial. 
El ADNmt es particularmente susceptible al daño por ERO ya que, a diferencia del ADN nuclear, 
no está protegido por histonas (Croteau y Bohr, 1997). Dado que codifica proteínas esenciales 
para el proceso de fosforilación oxidativa, el daño en el ADNmt causa alteraciones en la cadena 
respiratoria desencadenando de nuevo una mayor liberación de ERO. Este círculo vicioso 
promueve una secuencia de eventos que puede finalizar con la inducción de apoptosis (Ozawa, 
1997). 
El exceso de ERO puede dañar la cardiolipina, un fosfolípido de la membrana mitocondrial 
interna, lo que aumenta el flujo de protones a través de la misma hacia la matriz mitocondrial y, 
como consecuencia, se produce la pérdida parcial del potencial de membrana. Además, la 
cardiolipina constituye un componente crucial en el mantenimiento de la estabilidad de las 
proteínas implicadas en la cadena de transporte de electrones, por lo que su oxidación 
compromete la función mitocondrial (Chicco y Sparagna, 2007). 
El estrés oxidativo puede causar daño en las proteínas mitocondriales, lo que disminuye su 
afinidad por coenzimas o sustratos limitando así su función (Pieczenik y Neustadt, 2007). En 
este sentido, el complejo I mitocondrial es especialmente susceptible al daño oxidativo y, 
puesto que es uno de los principales sitios de generación de ERO en la mitocondria, la alteración 
de su función desencadena una mayor liberación de ERO, entrando de nuevo en un círculo 
vicioso y acrecentando la disfunción mitocondrial (Musatov y Robinson, 2012). Particularmente, 
el deterioro del complejo I es de gran relevancia para la función mitocondrial debido a que, en 




términos relativos, la membrana mitocondrial interna contiene menor cantidad de complejo I 
que del resto de complejos de la cadena respiratoria (Schagger y Pfeiffer, 2001). 
Por lo tanto, la disfunción mitocondrial se caracteriza por una inhibición en el consumo de O2, 
un descenso en la producción de ATP, cambios en el potencial de membrana mitocondrial, 
alteraciones en el almacenamiento intracelular de calcio y una producción excesiva de ERO, sin 
olvidarnos de una reducción en la biogénesis mitocondrial y en el número y tamaño de las 
mitocondrias. Como consecuencia, la disfunción mitocondrial puede desencadenar cascadas de 
señalización que conducen a la muerte celular por apoptosis o necrosis, y puede provocar 
daños en órganos y tejidos promoviendo el desarrollo de enfermedades entre las que se 
incluyen el cáncer, enfermedades neurodegenerativas, diabetes y obesidad (Victor et al., 2011).  
La disfunción mitocondrial se ha asociado desde hace tiempo con la resistencia a la insulina, de 
hecho se ha observado en tejidos como el muscular, adiposo y hepático tanto en humanos 
como en roedores con obesidad, síndrome metabólico y DM2 (Patti y Corvera, 2010). Existen 
múltiples maneras por las que la disfunción mitocondrial contribuye a la resistencia a la insulina. 
Por ejemplo, la disfunción mitocondrial por un lado aumenta la liberación de ERO y por otro 
lado, debido al descenso en la oxidación de ácidos grasos, provoca un aumento en los niveles de 
intermediarios lipídicos (diacilglicerol y acetil-CoA). Tanto el exceso de ERO como de 
intermediarios lipídicos inducen la activación de serina/treonina quinasas sensibles al estrés, 
que fosforilan a las proteínas IRS, inhibiendo la ruta de señalización de la insulina y 
promoviendo la resistencia a esta hormona (Rains y Jain, 2011). 
1.5.2.1. Variaciones en el ADNmt y DM2 
La disfunción mitocondrial puede ser causada por factores genéticos o ambientales, siendo 
todos ellos relevantes en la patogénesis de la DM2. Las modificaciones en el ADNmt, bien sean 
cualitativas (cambios en la secuencia) o cuantitativas (cambios en el número de copias), se han 
asociado con el riesgo de DM2. La cantidad de ADNmt en sangre periférica es menor en 
pacientes con DM2 que en controles sanos y esta reducción se puede observar incluso antes del 
desarrollo de la diabetes (Lee et al., 1998). Además, en los descendientes no diabéticos de 
pacientes con DM2, el descenso en el contenido de ADNmt se asocia con una disminución en la 
sensibilidad a la insulina (Song et al., 2001). Sin embargo, la publicación de estudios posteriores 
con resultados contradictorios ha abierto un debate donde se especula si la reducción en el 
contenido en ADNmt es causa o consecuencia de la alteración del metabolismo de la glucosa 
(Reiling et al., 2010; Singh et al., 2007). En cuanto a las modificaciones cualitativas, más de 250 




mutaciones puntuales y deleciones en el ADNmt se han relacionado con enfermedades 
humanas, entre las que se encuentran algunos casos de diabetes y otras enfermedades 
metabólicas. Por ejemplo, se ha visto que una mutación en el nucleótido 3243 del ADNmt es 
responsable de una forma rara de diabetes heredada por vía materna que se asocia 
frecuentemente con sordera (Reardon et al., 1992; van den Ouweland et al., 1992). Esta 
mutación afecta al gen que codifica para el ARN de transferencia (ARNt) de la leucina, de 
manera que reduce la unión de este aminoácido a su ARNt, afectando así a la síntesis de 
proteínas mitocondriales necesarias para la fosforilación oxidativa y a la secreción de insulina 
estimulada por glucosa (Suzuki et al., 1997).  
1.5.2.1.1. Haplogrupos mitocondriales 
Durante la evolución se han ido acumulando de manera secuencial mutaciones puntuales o 
polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en el ADNmt que permiten dividir a la población en 
un número discreto de grupos conocidos como haplogrupos o haplotipos mitocondriales. Los 
haplogrupos mitocondriales son variantes genéticas específicas de regiones geográficas que se 
cree que podrían haberse perpetuado por selección natural ante climas fríos o periodos de 
hambruna (Mishmar et al., 2003). Los miembros del mismo haplogrupo mitocondrial comparten 
un ancestro materno común, por lo que son un reflejo de la evolución de las poblaciones 
humanas. Se ha sugerido que determinados haplogrupos mitocondriales, que en su momento 
pudieron suponer una ventaja en la adaptación a climas fríos, podrían haber resultado hoy en 
día en cambios en el metabolismo energético y alteraciones en la producción de ERO que 
afectan a la longevidad y predisponen frente a enfermedades metabólicas (Ruiz-Pesini et al., 
2004). En este sentido, varios trabajos han propuesto la existencia de una asociación entre 
determinados haplogrupos mitocondriales y la susceptibilidad a desarrollar DM2. Por ejemplo, 
en el estudio de Crispim y colaboradores analizaron un grupo de controles y pacientes con DM2 
del sur de Brasil y encontraron una asociación del haplogrupo JT con un aumento en el riesgo de 
resistencia a la insulina y DM2 (Crispim et al., 2006). Otro estudio realizado en una población 
china mostró una asociación entre el haplogrupo B4 y el riesgo de diabetes (Liou et al., 2012). 
Además según dos estudios realizados en poblaciones asiáticas el haplogrupo N9a parece 
conferir un papel protector frente a la DM2 y el síndrome metabólico (Fuku et al., 2007; Tanaka 
et al., 2007). Sin embargo, éste es de nuevo un tema que ha suscitado gran controversia, debido 
a la publicación de trabajos donde no se encontraron asociaciones concluyentes entre DM2 y 
variantes mitocondriales (Achilli et al., 2011; Chinnery et al., 2007; Mohlke et al., 2005; Saxena 
et al., 2006). Tal es el caso del estudio de Saxena y colaboradores en el que se analizaron un 
total de 3.304 pacientes diabéticos y sus correspondientes 3.304 controles procedentes de 




Europa y Estados Unidos. Tras evaluar en la muestra las variantes de ADNmt más comunes (de 
frecuencia >1%) en Europa, no encontraron asociaciones significativas entre las variantes 
estudiadas y las características metabólicas de la población (Saxena et al., 2006). 
En un trabajo publicado en el año 2011, aunque Achilli y colaboradores no encontraron una 
relación entre los haplogrupos mitocondriales y la DM2, sí que observaron que los pacientes 
pertenecientes a determinados haplogrupos presentaban un mayor riesgo de desarrollar 
complicaciones vasculares asociadas a la DM2. De hecho, el haplogrupo H se asoció 
significativamente con retinopatía, el H3 con neuropatía, el U3 con nefropatía, y el V con fallo 
renal; indicando que ciertos haplogrupos mitocondriales podrían modular las complicaciones de 
la diabetes más que la DM2 en sí misma (Achilli et al., 2011). Por lo tanto, sería conveniente 
seguir realizando estudios que nos permitan esclarecer las controversias existentes y arrojen luz 
sobre el posible papel que pueden desempeñar los distintos haplogrupos mitocondriales en el 
desarrollo de enfermedades metabólicas como la DM2 y de sus complicaciones asociadas. 
1.5.3. Dinámica mitocondrial 
Las mitocondrias no son orgánulos estáticos y aislados, sino que se encuentran interconectadas 
entre sí y forman unas redes dinámicas que sufren continuamente ciclos de fusión y fisión. El 
comportamiento dinámico de las mitocondrias no solo determina su morfología y distribución 
intracelular, sino que además permite a la célula adaptarse a las condiciones fisiológicas y las 
demandas energéticas de cada momento. Por ejemplo, en células con un metabolismo muy 
activo, como las células musculares, las mitocondrias se fusionan y forman largas redes que 
permiten conectar las zonas periféricas ricas en O2 con el interior de la fibra muscular pobre en 
O2, y transmitir el potencial de membrana a lo largo de los filamentos mitocondriales 
contribuyendo a la disipación de energía y permitiendo la producción de ATP en distintas 
localizaciones de la célula (Skulachev, 2001).  
Las proteínas implicadas en los procesos de fusión y fisión son GTPasas relacionadas con la 
familia de las dinaminas (Figura 6). Las mitofusinas (MFN) 1 y 2 son las encargadas de la fusión 
de la membrana mitocondrial externa, por la interacción homo- y/o heterotípica entre 
mitofusinas de mitocondrias adyacentes (Detmer y Chan, 2007a). MFN2 además se localiza en 
la membrana del retículo endoplasmático y está implicada en la interacción de éste con la 
mitocondria, que es esencial para la señalización por calcio (de Brito y Scorrano, 2008). Tras la 
fusión de la membrana mitocondrial externa, tiene lugar la fusión de la membrana interna por 
acción de la proteína de la atrofia óptica 1 (OPA1), que participa también en el remodelado de 




las crestas mitocondriales (Frezza et al., 2006). Por otro lado, la fisión comienza cuando varias 
unidades de la proteína relacionada con la dinamina 1 (DRP1) son reclutadas hacia los sitios de 
fraccionamiento en la membrana mitocondrial externa, donde se ensamblan y forman una 
estructura con forma de anillo que constriñe las membranas mitocondriales de forma 
dependiente de GTP dando lugar a la separación de las mitocondrias (Elgass et al., 2013). En el 
reclutamiento de DRP1 hacia la membrana mitocondrial externa participan varias proteínas 
ancladas a la misma como la proteína de fisión 1 (FIS1), el factor de fisión mitocondrial (MFF) y 
las proteínas de dinámica mitocondrial de 49 y 51 KDa (MiD49 y MiD51) (Loson et al., 2013). 
 
Figura 6. Regulación de la dinámica mitocondrial. La fusión de la membrana mitocondrial externa (MME) 
está mediada por interacciones homo- y/o heterotípicas entre mitofusina (MFN) 1 y 2, mientras que la 
proteína de la atrofia óptica 1 (OPA1) se encarga de la fusión de la membrana interna (MMI). El proceso 
de fisión ocurre cuando la proteína relacionada con la dinamina 1 (DRP1), habitualmente localizada en el 
citosol, es reclutada hacia la membrana mitocondrial externa por sus receptores: la proteína de fisión 1 
(FIS1), el factor de fisión mitocondrial (MFF), y las proteínas de la dinámica mitocondrial de 49 y 51 KDa 
(MiD49/51). 
Los procesos de fusión y fisión sirven como mecanismos de control de calidad en la homeostasis 
y la función mitocondrial. Así la fusión, además de permitir la transmisión de potencial de 
membrana desde zonas con alta biodisponibilidad de O2 a zonas pobres en O2 para modular la 
producción de ATP, favorece también el intercambio de material (ADNmt, metabolitos, 
sustratos, lípidos, etc.) entre mitocondrias, permitiendo a las mitocondrias intactas 




complementar a las dañadas. El proceso de fisión, por otra parte, es fundamental en la herencia 
y reparto de mitocondrias durante la división celular, favorece la segregación y eliminación de 
los componentes mitocondriales dañados por mitofagia, y participa en el proceso de apoptosis 
al regular la liberación al citosol de componentes del espacio intermembrana (Detmer y Chan, 
2007b).  
La dinámica mitocondrial, por lo tanto, es un proceso complejo que depende de las necesidades 
de cada momento y requiere un balance equilibrado entre la fusión y la fisión. De hecho, la 
fragmentación de las redes mitocondriales, ya sea por falta de fusión o por exceso de fisión, 
suele estar asociada con defectos en la producción de energía celular y aumento de la apoptosis 
(Detmer y Chan, 2007b), por lo que cualquier estado que altere el equilibrio fusión/fisión puede 
desembocar en disfunción mitocondrial, liberación excesiva de ERO y cambios en el 
metabolismo, que finalmente pueden contribuir a la patogénesis de la DM2.  
1.5.3.1. Dinámica mitocondrial en la DM2 
Estudios de la morfología mitocondrial indican que en la DM2 existe un aumento en la 
fragmentación de las mitocondrias que está relacionado con un aumento en los niveles de 
proteínas de fisión y un descenso en las de fusión. En células de músculo esquelético de 
pacientes con DM2 se ha observado una reducción en el tamaño de las mitocondrias que se 
asocia con una menor actividad del complejo I mitocondrial y, por tanto, una alteración en la 
capacidad bioenergética (Kelley et al., 2002). Los cambios en la morfología mitocondrial de 
células musculares diabéticas humanas están relacionados con un descenso en la expresión de 
MFN2 (Bach et al., 2005). Esta proteína de fusión, además de participar en el mantenimiento de 
la red mitocondrial, está implicada en la regulación del metabolismo ya que estimula la 
oxidación de sustratos, la respiración mitocondrial y la expresión de proteínas de la cadena 
respiratoria. Por todo ello, se ha propuesto que las proteínas que regulan la dinámica 
mitocondrial podrían estar implicadas en la disfunción mitocondrial de la DM2 y en el desarrollo 
de resistencia a la insulina (Zorzano et al., 2009). 
La dinámica mitocondrial juega un papel importante en la secreción de insulina por parte de las 
células β (Lo et al., 2015; Reinhardt et al., 2016). De hecho, Schultz y colaboradores confirmaron 
que la proteína de fisión FIS1 actúa como un regulador en estas células y demostraron que los 
niveles de expresión de FIS1 están relacionados con la secreción de insulina estimulada por 
glucosa (Schultz et al., 2016). Además, se ha señalado un posible papel de la fisión mitocondrial 
en la apoptosis de las células β. Molina y colaboradores demostraron que la exposición a 




elevados niveles de glucosa y ácidos grasos promovía la fragmentación de las mitocondrias en 
células β-pancreáticas. Cuando la fisión mitocondrial era inhibida, la morfología y la dinámica 
mitocondrial se conservaba y se prevenía la apoptosis de las células β (Molina et al., 2009).  
Cabe destacar la relación causal que se ha encontrado entre la alteración de la dinámica 
mitocondrial y la producción de ERO bajo condiciones de hiperglucemia (Yu et al., 2006). En 
este trabajo, Yu y su equipo observaron que la exposición a altos niveles de glucosa promovía 
rápidamente una fragmentación de las mitocondrias, y que esta fragmentación era necesaria 
para el incremento en la producción de ERO inducido por la hiperglucemia (Yu et al., 2006). Sin 
embargo, los desequilibrios en la homeostasis de la glucosa no siempre son una causa de la 
alteración de la dinámica mitocondrial, sino que pueden ser una consecuencia de ella. Así 
sugiere, por ejemplo, el trabajo de Sebastián y colaboradores, en el que la inactivación génica 
de Mfn2 en el hígado de ratones provocó intolerancia a la glucosa, un aumento de la 
gluconeogénesis hepática y una alteración de la señalización por insulina (Sebastian et al., 
2012). 
Por último, es importante remarcar que la fisión mitocondrial se ha asociado con mecanismos 
que contribuyen al desarrollo de aterosclerosis en la DM2, como la disfunción endotelial. Un 
importante estudio publicado en 2011 señaló que tanto las células endoteliales provenientes de 
pacientes con DM2, como células endoteliales en cultivo con altas concentraciones de glucosa, 
muestran un aumento en la fragmentación mitocondrial, en los niveles de FIS1 y una alteración 
de la función endotelial. Sin embargo, si bloqueaban la expresión de FIS1, la función endotelial y 
las redes mitocondriales se mantenían intactas. Por lo que los autores de este trabajo sugieren 
la inhibición farmacológica de la fisión mitocondrial como un posible mecanismo protector 
contra el desarrollo de complicaciones vasculares de la DM2 (Shenouda et al., 2011). 
El conocimiento de los mecanismos que llevan a una alteración en la dinámica mitocondrial de 
los pacientes con DM2 es fundamental para entender mejor el papel que juega la pérdida de 
redes mitocondriales en el desarrollo de la enfermedad y poder diseñar estrategias que 
prevengan o modulen los daños causados sobre los diferentes tejidos. 
1.5.4. Activación de la respuesta a proteínas mal plegadas 
El retículo endoplasmático (RE) constituye un sistema de membranas tubulares interconectadas 
entre sí que se extiende a lo largo del citoplasma de la célula. Este orgánulo controla la síntesis, 
modificación, plegamiento y exportación de proteínas, participa en la biosíntesis de esteroides, 
colesterol, y otros lípidos, es un importante almacén de calcio, y sirve como plataforma de 




señalización entre el núcleo y el citosol (Lam y Galione, 2013). Por lo tanto, el mantenimiento de 
su homeostasis es esencial para preservar la función y viabilidad celular. La eficiencia de las 
funciones del RE depende de una alta concentración de calcio, un ambiente oxidativo y 
chaperonas moleculares. Sin embargo, bajo determinadas circunstancias –como cambios en el 
estado redox del RE, descenso en los niveles de calcio, y/o acumulación de proteínas mal 
plegadas– se produce una alteración en la homeostasis del RE conocida como estrés de RE. Esta 
situación es reconocida por proteínas localizadas en la membrana del RE que activan la 
respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, del inglés “unfolded protein response”) con el fin de 
restablecer el buen funcionamiento del RE (Schroder y Kaufman, 2005). La UPR actúa de 
diferentes maneras: (i) inhibe la síntesis de proteínas para disminuir la sobrecarga del RE; (ii) 
aumenta el aclaramiento de proteínas mal plegadas al aumentar la expresión de los 
componentes del sistema de degradación de proteínas asociado al RE (ERAD); (iii) promueve la 
expansión del RE y la expresión de chaperonas para así incrementar la capacidad de 
plegamiento de proteínas. Si esta respuesta adaptativa no es capaz de resolver el estrés de RE, 
la UPR finalmente pondrá en marcha cascadas pro-apoptóticas con el fin de eliminar la célula 
dañada del organismo (Kim et al., 2008). 
La UPR implica tres rutas de señalización que son iniciadas por tres proteínas transmembrana: la 
quinasa del RE tipo proteína quinasa R (PERK), la proteína 1 que requiere inositol (IRE1), y el 
factor de transcripción activador 6 (ATF6) (Figura 7). Bajo condiciones normales, estas tres 
proteínas se encuentran inactivas unidas a la proteína de 78KDa regulada por glucosa (GRP78); 
sin embargo, cuando se acumulan proteínas mal plegadas en el lumen del RE, GRP78 se disocia 
de las proteínas transmembrana para ejercer su acción plegadora de chaperona molecular, 
dejando libres para ejercer su acción a las tres proteínas encargadas de la UPR (Malhotra y 
Kaufman, 2007). El reconocimiento de proteínas mal plegadas por la serina/treonina quinasa 
PERK hace que se fosforile e inactive el factor iniciador de la traducción eucariota 2α (eIF2α), de 
forma que se inhibe la traducción proteica para prevenir la acumulación de más proteínas en el 
RE. Además, PERK promueve la activación del factor de transcripción activador 4 (ATF4), que 
aumenta el nivel de chaperonas como GRP78 y ayuda a restaurar la homeostasis redox al 
promover la expresión de genes antioxidantes. La proteína IRE1, con su acción 
endorribonucleasa, elimina un intrón del ARNm de la proteína 1 de unión a X-box (XBP1) para 
generar su forma transcripcionalmente activa (sXBP1, “spliced XBP1”). El factor de transcripción 
sXBP1 está implicado en la expresión de genes relacionados con la UPR (como chaperonas) y 
con el sistema ERAD. Por último, ATF6 tras la disociación de GRP78 deja expuesta su señal de 
localización, de manera que es translocado al aparato de Golgi donde se activa por proteolisis. 




Al igual que en la ruta IRE1/XBP1, ATF6 activado promueve la expresión en el núcleo de 
chaperonas del RE y componentes del sistema ERAD (Malhotra y Kaufman, 2007).  
 
Figura 7. Las tres vías de respuesta a proteínas mal plegadas (UPR). Cuando hay una acumulación de 
proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático (RE), la proteína de 78KDa regulada por glucosa 
(GRP78) se une a ellas para ejercer su acción como chaperona, dejando libres a las tres proteínas de 
membrana a las que regula negativamente y que inician la UPR. La quinasa del RE tipo proteína quinasa R 
(PERK) fosforila al factor iniciador de la traducción eucariota 2α (eIF2α), de manera que se promueve, por 
un lado, la inhibición de la traducción proteica como mecanismo para aliviar la carga de plegamiento del 
RE y, por otro, la expresión y activación del factor de transcripción activador 4 (ATF4). La segunda de las 
vías es iniciada por la proteína 1 que requiere inosiltol (IRE1), que es capaz de procesar el ARNm de la 
proteína 1 de unión a X-box (XBP1) dando origen a la forma transcripcionalmente activa de XBP1 (sXBP1). 
Por último, el factor de transcripción activador 6 (ATF6) es translocado al aparato de Golgi para su 
activación proteolítica. ATF4, sXBP1 y ATF6 son factores de transcripción que entran en el núcleo para 
promover la expresión de genes relacionados con el plegamiento proteico, el sistema de degradación de 
proteínas asociado al RE (ERAD), respuestas antioxidantes, el proceso de autofagia y la apoptosis celular. 
CHOP, proteína homóloga de C/EBP. 




Bajo determinadas circunstancias, el estrés de RE es capaz de inducir autofagia con el fin de 
ayudar a eliminar el exceso de proteínas mal plegadas y contrarrestar la expansión del RE, 
promoviendo de esta manera la supervivencia celular (Hoyer-Hansen y Jaattela, 2007). Sin 
embargo, cuando la activación de la UPR es incapaz de restaurar la homeostasis del RE, la 
respuesta adaptativa cambia hacia una respuesta pro-apoptótica. Los tres factores de 
transcripción implicados en las tres vías de la UPR (ATF4, sXBP1 y ATF6) son capaces de 
promover la expresión del gen que codifica para la proteína homóloga de C/EBP (CHOP), 
implicada en la apoptosis inducida por estrés de RE (Kim et al., 2008).  
1.5.4.1. Estrés de RE en la DM2 
El estrés de RE puede ser promovido por estímulos inflamatorios, estrés oxidativo, o 
alteraciones metabólicas. Como hemos visto, bajo condiciones de estrés de RE, se activa la UPR 
para intentar restablecer la homeostasis celular; sin embargo, si la situación de estrés de RE se 
mantiene de manera crónica, puede participar en el desarrollo de enfermedades como 
obesidad, aterosclerosis, DM2, etc., (Lee y Ozcan, 2014). Ya en 2004, Ozcan y colaboradores 
observaron un aumento del estrés de RE en hígado y tejido adiposo de ratones obesos. En dicho 
estudio, observaron que el aumento del estrés de RE promueve la activación de la quinasa JNK a 
través de la vía de IRE1, lo que causa la fosforilación de IRS-1 y la consiguiente inhibición de la 
ruta de señalización de la insulina. De esta manera, concluyeron que el estrés de RE constituye 
un nexo de unión entre la obesidad, la inhibición de la acción de la insulina y el desarrollo de 
DM2 (Ozcan et al., 2004). Posteriormente se vio que en tejido adiposo subcutáneo de pacientes 
obesos existía también este aumento de la ruta de señalización de IRE1/XBP1 y de los niveles de 
expresión de JNK (Boden et al., 2008). En esta línea, nuestro grupo de investigación ha 
constatado que los niveles de expresión de marcadores de estrés de RE estaban aumentados en 
leucocitos de sangre periférica en una población obesa con diabetes respecto a una población 
obesa sin patología (Bañuls et al., 2017). Curiosamente, la expresión de marcadores de estrés 
de RE disminuyó en tejido adiposo, hígado y leucocitos de sangre periférica tras la pérdida de 
peso en pacientes obesos (Gregor et al., 2009; Lopez-Domenech et al., 2018a), y en ratas 
obesas sometidas a ejercicio físico (da Luz et al., 2011), cambios que se asociaron a una mejora 
de la resistencia a la insulina. Continuando con el papel que juega el estrés de RE en el 
desarrollo de resistencia a la insulina, otro estudio demostró que el estrés de RE activa la 
proteína PTP1B (un regulador negativo de la ruta de la insulina localizado en la membrana del 
RE), y que ésta es requerida para la activación de las vías de la UPR que median la resistencia a 
la insulina en músculo esquelético (Panzhinskiy et al., 2013). En el hígado, el estrés de RE 




contribuye a la resistencia a la insulina mediante la activación de factores de transcripción que 
regulan la gluconeogénesis y la lipogénesis (Chan et al., 2013; Lee et al., 2010).  
Además de su implicación en la resistencia a la insulina, el estrés de RE juega un papel crucial en 
la disfunción de las células β pancreáticas que termina con su destrucción en la DM2 (Volchuk y 
Ron, 2010). Las células β son particularmente susceptibles de sufrir estrés de RE debido a su 
acción secretagoga. El RE es el lugar donde se sintetiza y pliega la proinsulina, que 
posteriormente se exporta al aparato de Golgi donde es procesada por proteasas para formar la 
insulina madura. Durante los estados de resistencia a la insulina que tienen lugar antes del 
desarrollo de la DM2 aumenta la síntesis de proinsulina como mecanismo compensatorio, de tal 
forma que la capacidad de plegamiento del RE puede verse sobrepasada y desencadenar estrés 
de RE. La acumulación de proteínas mal plegadas (como la proinsulina) en el RE puede 
promover la muerte celular de las células β a través de la activación prolongada de la vía 
PERK/eIF2α que lleva a la producción de factores pro-apoptóticos como CHOP (Han et al., 2013; 
Volchuk y Ron, 2010). Además de éste, otros mecanismos como la glucolipotoxicidad, la 
inflamación y la acumulación de amilina son capaces de promover el estrés de RE que lleva a la 
disfunción de las células β (Salvado et al., 2015). 
Por último, cabe destacar que tanto la inflamación como el estrés oxidativo están relacionados 
con el estrés de RE en la DM2. Las tres rutas de la UPR están ligadas a la señalización 
inflamatoria a través de la activación de NF-κB (Hotamisligil, 2010). Además, cuando IRE1 está 
activado es capaz de reclutar el factor 2 asociado al receptor de TNF-α (TRAF2) y así activar JNK 
(Urano et al., 2000). Una vez activados, tanto NF-κB como JNK, continúan con la cascada 
inflamatoria. Por otro lado, IRE1 y PERK a través de un aumento en la expresión de TXNIP 
(proteína que interactúa con la tiorredoxina) son capaces de activar el inflamasoma NLRP3, y así 
incrementar la producción de la citoquina proinflamatoria IL-1β (Oslowski et al., 2012). En 
cuanto al estrés oxidativo, la activación de la UPR puede resultar en una acumulación excesiva 
de ERO. Las chaperonas encargadas del correcto plegamiento de las proteínas llevan a cabo 
reacciones redox para formar los puentes disulfuro. En estas reacciones se transfieren 
electrones desde los grupos tiol de las proteínas que se están plegando al O2 generando ERO 
como subproducto. Por tanto, durante la UPR el aumento de la actividad de estas proteínas 
tiene como resultado un incremento en la producción de ERO (Haynes et al., 2004). No 
obstante, la UPR es capaz de contrarrestar este aumento del estrés oxidativo al activar Nrf2 por 
acción de la quinasa PERK, promoviendo así un mecanismo de respuesta antioxidante (Cullinan 
et al., 2003). Es importante tener en cuenta que las relaciones estrés de RE/inflamación y estrés 




de RE/estrés oxidativo no son unidireccionales, sino que tanto el aumento de ERO como algunas 
señales inflamatorias son capaces de acelerar la disfunción del RE y promover estrés de RE 
(Hotamisligil, 2010). 
El estudio de los mecanismos que promueven el estrés de RE en la DM2 es fundamental para el 
diseño de herramientas terapéuticas que alivien o prevengan las consecuencias de éste sobre 
los tejidos de los pacientes diabéticos. 
1.5.5. Autofagia 
La autofagia es un mecanismo celular por el que se promueve la degradación proteolítica de 
componentes citosólicos. Por medio de este proceso se facilita la eliminación y reciclaje de 
orgánulos dañados, proteínas mal plegadas e incluso patógenos, por lo que es fundamental en 
el mantenimiento de la función celular normal. La autofagia es inducida bajo situaciones de 
privación de nutrientes como un mecanismo adaptativo de respuesta celular que asegura el 
aporte de nutrientes para la síntesis de ATP en estas condiciones, promoviendo la supervivencia 
de la célula hasta que los nutrientes estén disponibles de nuevo. Además de jugar un papel 
importante en el manejo del estrés oxidativo o la degradación de proteínas mal plegadas, la 
autofagia participa en la inmunidad innata y adaptativa, contribuye a la longevidad y, bajo 
determinadas circunstancias, puede inducir muerte celular programada de tipo II (también 
conocida como muerte celular por autofagia). Por lo tanto, la autofagia es un proceso crucial 
para la supervivencia y función celular (especialmente en ambientes estresantes), y su 
alteración contribuye al desarrollo de una gran variedad de enfermedades, como desórdenes 
musculares, DM2, obesidad, enfermedades neurodegenerativas o cáncer (Eskelinen y Saftig, 
2009; Sarparanta et al., 2017). 
El proceso de autofagia (Figura 8) comienza con la formación y prolongación de una membrana 
de aislamiento, conocida como fagóforo, que va rodeando una porción del citoplasma hasta 
completar la formación de una vesícula de doble membrana, que recibe el nombre de 
autofagosoma y que contiene en su interior los elementos y orgánulos a degradar. Es entonces 
cuando el autofagosoma madura y se fusiona con lisosomas, aportando de esta manera las 
enzimas hidrolíticas necesarias para digerir el material capturado y la membrana interna del 
autolisosoma. Finalmente, los productos generados tras la degradación son transportados de 
vuelta al citosol para ser reutilizados por la célula (Levine y Kroemer, 2008). La maquinaria 
encargada de orquestar estos procesos secuenciales ha sido ampliamente estudiada en 
levaduras y consiste en más de 30 proteínas relacionadas con la autofagia (ATG). Un miembro 




importante de esta familia es la proteína de cadena ligera 3 asociada a microtúbulos (LC3, cuyo 
homólogo en levaduras es ATG8). La forma citosólica de LC3 (LC3-I) puede unirse a 
fosfatidiletanolamina y generar la forma conjugada de LC3 (LC3-II) que es reclutada hacia la 
membrana del autofagosoma. La conjugación de LC3 sólo ocurre tras la inducción de la 
autofagia y LC3-II permanece asociado al autofagosoma hasta su maduración y conversión en 
autolisosoma, por lo que es ampliamente utilizado como un marcador de autofagia (Lee y Lee, 
2016). Otras dos proteínas importantes en el proceso de autofagia son ATG7 y Beclina 1. ATG7 
participa en la conjugación de LC3-I con fosfatidiletanolamina (Ichimura et al., 2000), mientras 
que Beclina 1 (ATG6 en levaduras) forma parte de varios complejos proteicos y participa en el 
reclutamiento de proteínas para la formación y maduración del autofagosoma (Figura 8) 
(Matsunaga et al., 2009). 
 
Figura 8. Autofagia. El proceso de autofagia comienza con la formación de un complejo de nucleación que 
se va prolongando para dar lugar al fagóforo. La formación del fagóforo de doble membrana requiere la 
conjugación de la forma citosólica de la proteína de cadena ligera 3 asociada a microtúbulos  (LC3-I) con 
fosfatidiletanolamina (PE), que da origen a una forma conjugada de LC3 (LC3-II) capaz de unirse a la 
membrana del fagóforo. El fagóforo rodea material a degradar hasta que se cierra para formar el 
autofagosoma.  La fusión de éste con un lisosoma produce el autolisosoma, donde el contenido es 
degradado por las hidroxilasas lisosomales. ATG7, proteína 7 relacionada con la autofagia. 
La regulación de la ruta de la autofagia está controlada por la quinasa mTOR (proteína diana de 
la rapamicina en mamíferos), que en condiciones de abundancia de nutrientes es capaz de 
inhibir la autofagia. Por el contrario, cuando se dan situaciones de escasez de nutrientes la 
acción de mTOR es inhibida, y se induce la autofagia. Además de la disponibilidad de nutrientes, 




la autofagia también se controla por la acción de la insulina. Esta hormona inhibe la autofagia 
de dos maneras: (i) mediante la activación de mTOR, y (ii) mediante la activación de Akt, que 
inhibe el factor de transcripción encargado de la expresión de los genes ATG (Jung et al., 2010).  
Un estricto control de los mecanismos de autofagia parece ser clave a la hora de mantener la 
homeostasis y la función de las células β. Como se indicó anteriormente, debido a la función 
secretora de las células β, éstas son propensas a la acumulación y agregación de proteínas mal 
plegadas, especialmente en condiciones de hiperglucemia y estrés oxidativo. En este sentido, se 
ha visto que la autofagia juega un papel fundamental en la eliminación de tales agregados 
proteicos, demostrando que puede actuar como un mecanismo de defensa bajo condiciones 
diabéticas (Kaniuk et al., 2007). Además, a través de la autofagia se eliminan también orgánulos 
dañados o disfuncionales. La eliminación y reciclaje de mitocondrias por autofagia se conoce 
como mitofagia y, dado el daño que puede causar la disfunción y el exceso de ERO 
mitocondriales, este mecanismo celular previene la acumulación de mitocondrias dañadas y 
asegura un mantenimiento óptimo de la función mitocondrial (Twig et al., 2008). 
Por lo tanto, el papel de la autofagia en el mantenimiento de la homeostasis celular, unido a su 
regulación por la disponibilidad de nutrientes y hormonas, convierten a este proceso en un 
mecanismo de gran importancia en la fisiopatología de enfermedades metabólicas como la 
DM2. 
1.5.5.1. Autofagia en la DM2 
Una de las aproximaciones para el estudio del papel de la autofagia sobre la disfunción de las 
células β se ha llevado a cabo mediante la generación de ratones cuyas células β son knockout 
para el gen Atg7. A nivel morfológico, la pérdida de autofagia en las células β promueve la 
acumulación de agregados proteicos, mitocondrias con morfología aberrante, distensión del RE 
y cambios vacuolares. Además, estos ratones presentan una disminución en la secreción de 
insulina, una alteración en la tolerancia a la glucosa, hiperglucemia, y una reducción en la masa 
de células β (Ebato et al., 2008; Jung et al., 2008). En un estudio llevado a cabo por Quan y 
colaboradores, observaron que ratones con obesidad inducida genéticamente presentaban 
hiperglucemia (pero no diabetes) y una expresión aumentada de los genes relacionados con la 
UPR y la autofagia. Si cruzaban estos ratones obesos con los knockout de Atg7 en células β, la 
descendencia resultante desarrollaba diabetes y presentaba una pérdida significativa de 
células β y una acumulación excesiva de ERO. Además, el aumento de la expresión de los genes 
de la UPR que se había observado en condiciones de obesidad, desaparece en las células β con 




la autofagia bloqueada. Por lo tanto, los autores de este trabajo argumentaron que cuando se 
suprime la autofagia, las células β son incapaces de adaptarse a un ambiente donde hay un 
aumento del estrés de RE (como es el caso de la obesidad), y esto provoca un aumento en la 
apoptosis de las células β, una disminución de la secreción de insulina y finalmente el desarrollo 
de diabetes. (Quan et al., 2012). En general, estos estudios ponen de manifiesto el importante 
papel que juega la autofagia en el mantenimiento de la función β pancreática bajo condiciones 
de estrés de RE, y su implicación en el desarrollo de la DM2. 
Aunque la autofagia se considera generalmente protectora en las células β por su implicación 
en la eliminación de agregados proteicos y mitocondrias dañadas, algunos estudios han 
sugerido que la muerte celular por autofagia contribuye a la pérdida de células β (Fujimoto et 
al., 2009; Masini et al., 2009). Así, por ejemplo, en un estudio en el que analizaron los islotes 
pancreáticos de muestras humanas, se observó que en los pacientes con DM2 había una alta 
acumulación de vacuolas autofágicas y autofagolisosomas en comparación con los sujetos 
control, y este hecho se asoció con un aumento de las células β muertas con sobrecarga 
vacuolar en su interior, sugiriendo una alteración de la autofagia en las células β de pacientes 
con DM2 que puede contribuir a la pérdida de masa β pancreática en humanos (Masini et al., 
2009). 
En el músculo esquelético, la autofagia es esencial para mantener una correcta función 
mitocondrial. En este sentido, se ha visto que el músculo de ratones que no expresan Atg7 
presenta una alteración de la morfología mitocondrial, un aumento de la liberación de ERO, y 
una disminución de la tasa de respiración mitocondrial (Wu et al., 2009). Además, la autofagia 
en el músculo esquelético parece estar implicada en la utilización de glucosa y la sensibilidad a 
la insulina. He y colaboradores demostraron que el ejercicio físico induce autofagia en el 
músculo esquelético; sin embargo, cuando se bloquea la estimulación de la ruta de la autofagia, 
la translocación de GLUT4 hacia la membrana plasmática (que se promueve también con el 
ejercicio) se ve reducida y, por tanto, disminuye la captación de glucosa por parte de la célula 
muscular. En este estudio demostraron que la autofagia contribuye a los efectos positivos sobre 
la tolerancia a la glucosa que proporciona el ejercicio en ratones alimentados con una dieta rica 
en grasa (He et al., 2012). 
Para terminar, estudios realizados en pacientes obesos con DM2 han observado un aumento de 
la autofagia en sus adipocitos (Ost et al., 2010). La autofagia participa en el remodelado del 
citoplasma durante la adipogénesis y es fundamental para la diferenciación de adipocitos en 
tejido adiposo blanco (Singh et al., 2009; Zhang et al., 2009). La supresión de la autofagia en el 




tejido adiposo de ratones, mediante la inhibición del gen Atg7, resulta en una alteración de la 
diferenciación del tejido adiposo blanco, un aumento de la β-oxidación de ácidos grasos, una 
disminución de la grasa corporal, y una mejora en la sensibilidad a la insulina y la utilización de 
glucosa (Singh et al., 2009; Zhang et al., 2009). Estos resultados sugieren que la inhibición de la 
autofagia en el tejido adiposo podría utilizarse como una posible estrategia para prevenir la 
expansión de grasa y el desarrollo de resistencia a la insulina. 
  




1.6. Hipótesis y objetivos 
Aunque la alimentación y los hábitos de vida tienen una gran influencia en el desarrollo de la 
DM2, la capacidad de respuesta de cada individuo a las condiciones ambientales depende en 
gran medida de su carga genética. Puesto que la DM2 es un trastorno metabólico, y la 
mitocondria juega un papel fundamental en el metabolismo, nos preguntamos si alguna de las 
variaciones comunes del ADNmt, conocidas como haplogrupos mitocondriales, podrían estar 
relacionadas con las características metabólicas de los pacientes con DM2 y su predisposición a 
desarrollar complicaciones vasculares como la nefropatía diabética.  
Numerosas evidencias reflejan la existencia de estrés oxidativo en la DM2, que viene 
principalmente condicionado por la hiperglucemia, y que podría constituir la base de las 
alteraciones moleculares que tienen lugar durante el curso natural de la enfermedad. Junto al 
estrés oxidativo, la activación crónica de la respuesta inflamatoria y la disfunción endotelial, se 
consideran procesos clave en el desarrollo de las complicaciones vasculares asociadas a la DM2, 
que limitan sustancialmente la calidad de vida de los pacientes. En este sentido, los leucocitos 
son células inmunitarias que, además de participar en la inducción de estrés oxidativo y jugar un 
papel fundamental en la inflamación crónica de los pacientes con DM2, son clave en las 
primeras etapas del proceso aterosclerótico al ser reclutados hacia la pared vascular. Sin 
embargo, no están del todo claros ni los mecanismos moleculares que condicionan las 
interacciones de los leucocitos con el endotelio, ni si el tratamiento con metformina (fármaco 
de primera línea en el tratamiento de la diabetes) influye sobre ellos. Por estos motivos, nos 
planteamos si la dinámica mitocondrial en leucocitos de pacientes con DM2 podría verse 
afectada por el grado de control glucémico, condicionando así su función mitocondrial y las 
interacciones leucocito-endotelio. Además, dado el conocido papel beneficioso de la 
metformina sobre el endotelio y la producción de ERO en otros tipos celulares, nos 
preguntamos si existen diferencias en las interacciones leucocito-endotelio y los mecanismos 
moleculares relacionados con el estrés oxidativo (como la regulación de los sistemas 
antioxidantes, el estrés de RE y la autofagia) entre los leucocitos obtenidos de pacientes 
diabéticos tratados con metformina y los de pacientes no tratados con este fármaco. 
Por lo tanto, los objetivos de la presente tesis doctoral son: 
1. Evaluar el impacto de los haplogrupos mitocondriales más frecuentes de la población 
española sobre las características metabólicas y los marcadores de función renal de pacientes 
con DM2 y controles sanos. 




2. Determinar el papel del control glucémico sobre la función mitocondrial, la producción 
de ERO, y la expresión de proteínas que participan en la fusión y fisión mitocondrial, en 
leucocitos de pacientes con DM2, comparando con leucocitos de voluntarios sanos; así como la 
relación de estos mecanismos con las interacciones leucocito-endotelio. 
3. Estudiar las posibles diferencias en la producción de ERO, la expresión de enzimas 
implicadas en la defensa antioxidante, y las interacciones con el endotelio, de leucocitos 
aislados de pacientes diabéticos tratados y no tratados con metformina y voluntarios sanos, así 
como sus niveles circulantes de moléculas de adhesión.  
4. Analizar la activación de las diferentes rutas de la UPR, el proceso de autofagia, y la 
relación de éstos con el estrés oxidativo en leucocitos de pacientes con DM2 que siguen o no 























Los cambios en el estilo de vida que ha experimentado la sociedad en los últimos años nos han 
conducido a un sedentarismo cada vez más pronunciado y a unos hábitos alimenticios que 
distan mucho de lo saludable. La epidemia del sobrepeso y la obesidad que estamos sufriendo, 
ha provocado un aumento drástico en la incidencia de alteraciones metabólicas como la DM2 y 
de enfermedad cardiovascular prematura, que tienen un impacto alarmante sobre la 
mortalidad y discapacidad a nivel mundial. Por tanto, el conocimiento y tratamiento de la DM2 
se ha convertido en un reto para la sanidad pública, que requiere del esclarecimiento de los 
mecanismos moleculares implicados en su etiología para fomentar el desarrollo de fármacos e 
intervenciones terapéuticas que nos permitan combatir la patología y prevenir sus 
complicaciones asociadas.  
En la presente tesis doctoral nos hemos propuesto estudiar la importancia que algunos de los 
mecanismos moleculares implicados en la fisiopatología de la DM2 tienen sobre los leucocitos 
de pacientes con esta patología. Para ello, se han llevado a cabo estudios observacionales 
donde se han analizado distintas cohortes de pacientes con DM2 atendidos en el Servicio de 
Endocrinología y Nutrición del Hospital Universitario Dr. Peset para su tratamiento y 
seguimiento habitual. Así mismo, y con el fin de comparar los resultados con la población sana, 
se incluyeron en los estudios los correspondientes controles sanos ajustados, dentro de lo 
posible, por edad y sexo. 
De manera general, la edad de los pacientes diabéticos estudiados estaba en torno a los 60 
años, con un tiempo promedio de duración de la diabetes de 10 años. Todos los pacientes 
estaban sometidos a recomendaciones dietéticas y pautas para aumentar la actividad física. La 
gran mayoría seguían además tratamiento farmacológico con agentes antidiabéticos, siendo la 
metformina el fármaco más utilizado (prescrito en aproximadamente el 70% de los pacientes 
estudiados). Como era de esperar, la población diabética presentó una alteración en la 
homeostasis de la glucosa, con elevados niveles plasmáticos de glucosa en ayunas y un 
porcentaje de HbA1C significativamente superior al de los controles sanos; así mismo, los 
pacientes presentaban mayores niveles de insulina. Estos datos hacían prever la presencia de 
una marcada resistencia a la insulina, que se corroboró al observar el incremento en los valores 
del índice HOMA-IR.  
En condiciones de hiperglucemia, los capilares de la microvasculatura de los ojos, riñones y 
tejidos periféricos se ven alterados dando lugar al desarrollo de complicaciones microvasculares 
(Brownlee, 2001; Chawla et al., 2016). Por ello, el mantenimiento de un buen control glucémico 
en los pacientes con diabetes es primordial a la hora de prevenir la nefropatía, retinopatía y 




neuropatía diabéticas (Stratton et al., 2000). En esta tesis, hemos establecido el punto de corte 
para el buen control glucémico en valores de HbA1C ≤ 6,5%, basándonos en los criterios de 
diagnóstico de la DM2 y en estudios que respaldan esta cifra como un punto de inflexión en el 
desarrollo de complicaciones microvasculares de la diabetes (ADVANCE Collaborative Group et 
al., 2008; American Diabetes Association, 2018a; Zoungas et al., 2012). Los pacientes diabéticos 
de nuestra cohorte mostraron un leve descenso de la función renal en comparación con los 
sujetos sanos, evidente por el incremento en la concentración sérica de creatinina y la 
disminución en la tasa de filtrado glomerular (FG) estimado. Estos hechos nos hacen sospechar 
que, en el futuro, muchos de ellos podrían desarrollar nefropatía diabética y, en consecuencia, 
fallo renal. 
Nuestra población diabética se caracterizó por la presencia de sobrepeso y obesidad, con un 
IMC y perímetro abdominal significativamente superior al de los controles. Además, 
observamos un aumento de los niveles de PCR, indicativo de una inflamación sistémica de bajo 
grado. Dado que las diferencias en los niveles de PCR entre diabéticos y controles desaparecían 
al ajustar por IMC, consideramos que el exceso de peso presente en nuestra población 
diabética juega un papel primordial en el aumento observado en este marcador de inflamación 
sistémica. El balance calórico positivo que tiene lugar durante la obesidad provoca una 
hipertrofia de los adipocitos, que hace que comiencen a secretar citoquinas proinflamatorias y 
que se produzca una infiltración progresiva de macrófagos al tejido adiposo, hecho que 
aumenta aún más la liberación de estas citoquinas hacia la circulación (van Greevenbroek et al., 
2013). Una de ellas, la IL-6, es responsable de inducir la síntesis hepática de proteínas de fase 
aguda como la PCR o el fibrinógeno (Schmidt-Arras y Rose-John, 2016). Como consecuencia de 
estas acciones, se desarrolla un estado de inflamación crónica de bajo grado que está ligado a la 
resistencia a la insulina. De acuerdo con esto, en humanos se ha observado que a medida que 
aumenta el IMC se produce un incremento gradual sistémico de los marcadores inflamatorios 
PCR, IL-6 y TNF-α y del HOMA-IR (Lopez-Domenech et al., 2018b), mientras que en el tejido 
adiposo de ratones sometidos a una dieta rica en grasas se activa la ruta de JNK, aumenta la 
secreción de IL-6, y se promueve un descenso en la sensibilidad a la insulina en el hígado (Sabio 
et al., 2008). 
Es importante destacar que los pacientes diabéticos estudiados presentaban un aumento en la 
presión arterial, tanto sistólica como diastólica, con respecto a los controles; y que casi la mitad 
de los diabéticos estaban siendo tratados con algún tipo de terapia antihipertensiva. Una parte 
del exceso de riesgo cardiovascular que tienen los pacientes diabéticos puede atribuirse a la 
hipertensión coexistente (Petrie et al., 2018). En este sentido, para evaluar la importancia de la 




presión arterial sobre el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares en pacientes diabéticos, 
Chen y colaboradores diseñaron en 2011 un estudio en el que analizaban los datos de los 
participantes del estudio Framingham. En él, observaron que aquellos participantes que ya eran 
hipertensos en el momento del diagnóstico de la diabetes tenían más eventos cardiovasculares 
que los participantes diabéticos normotensos. Tras realizar los ajustes oportunos de covariables 
clínicas y demográficas, concluyeron que la hipertensión en pacientes diabéticos se asociaba 
con un aumento del 57% en el riesgo de eventos cardiovasculares (Chen et al., 2011). 
El perfil lipídico que presentan los pacientes diabéticos analizados muestra algunas de las 
características distintivas de la dislipidemia aterogénica (definida como hipertrigliceridemia 
acompañada de niveles reducidos de HDL y aumento de las partículas de LDL pequeñas y 
densas). De hecho, se puede observar un incremento pronunciado en los valores séricos de 
triglicéridos y un descenso en los niveles de colesterol HDL con respecto a la población control. 
La dislipidemia aterogénica es bastante frecuente entre los pacientes con DM2, su prevalencia 
varía entre el 35% y el 56%, y está estrechamente asociada con el riesgo cardiovascular 
(Taskinen y Boren, 2015). Cuando los cambios en el estilo de vida no son suficientes para evitar 
las alteraciones lipídicas de los pacientes con DM2, se recurre al tratamiento farmacológico 
hipolipemiante, donde las estatinas son la terapia de primera línea. En casos de alto riesgo en 
los que el tratamiento con estatinas no es suficiente para disminuir los niveles de LDL, se suelen 
asociar otros fármacos como ezetimibe o fenofibratos con el fin de reducir el riesgo 
cardiovascular mediante la optimización de los niveles de la triada lipídica: colesterol LDL, 
colesterol HDL y triglicéridos (Szalat et al., 2016). Aproximadamente el 55% de nuestros 
pacientes diabéticos seguían tratamiento con estatinas, mientras que algo más del 10% 
tomaban fibratos, y una pequeña parte (menos de un 5%) estaban tratados con ezetimibe. Por 
este motivo, los niveles de colesterol total y de LDL de los pacientes con DM2 no sólo no 
estaban aumentados con respecto a los controles sino que, como consecuencia del tratamiento 
farmacológico, estaban disminuidos.  
Aunque los principales procesos influyentes en la epidemia global de DM2 son factores 
ambientales como el aumento de la obesidad, la falta de ejercicio físico, las dietas hipercalóricas 
y el envejecimiento de la población; la herencia genética de cada individuo puede determinar su 
respuesta a los cambios ambientales (Morris et al., 2012). El descubrimiento de polimorfismos 
que permitan identificar individuos con alto riesgo de desarrollar DM2 puede ser de gran 
utilidad en el diseño de estrategias de prevención primaria. Además, la caracterización de 
variantes que determinen un peor pronóstico de la enfermedad una vez diagnosticada (mal 
control metabólico, predisposición al desarrollo de complicaciones vasculares, etc.) permitiría 




adelantarnos al comienzo de la complicación y pautar el tratamiento que mejor se ajuste a las 
necesidades individuales para prevenir su aparición o retrasar su progresión. En este sentido, 
dado el importante papel que tiene la mitocondria en el metabolismo energético y en la 
fisiopatología de la DM2, el ADNmt es un buen candidato a presentar variantes que condicionen 
la función mitocondrial y predispongan al desarrollo de diabetes (Kwak y Park, 2016). El debate 
de si determinados haplogrupos mitocondriales podrían afectar al metabolismo energético y así 
contribuir al desarrollo de la DM2 continúa abierto debido a que, aunque algunos estudios han 
mostrado la existencia de una asociación entre determinados haplogrupos y el riesgo de 
diabetes (Crispim et al., 2006; Feder et al., 2009; Fuku et al., 2007; Tanaka et al., 2007), otros 
muchos no pudieron encontrar tal asociación o incluso obtuvieron resultados contradictorios 
(Chinnery et al., 2007; Mohlke et al., 2005; Saxena et al., 2006). Es por ello que en esta tesis 
doctoral nos planteamos determinar la prevalencia de los principales haplogrupos 
mitocondriales en una cohorte de 303 pacientes con DM2 y 153 controles sanos, y evaluar su 
posible relación con el control metabólico y la función renal. Los haplogrupos se definieron por 
la presencia de los siguientes polimorfismos: m.7028C>T o m.14766T>C para el haplogrupo HV; 
m.12308A>G para el U; y m.4216T>C para el JT (van Oven y Kayser, 2009), que abarcan el 90% 
de la población española (Dahmany et al., 2006). Los pacientes que no presentaban ninguno de 
estos polimorfismos fueron incluidos en un cuarto grupo denominado “Otros” que englobaría al 
resto de haplogrupos minoritarios de la población. La distribución de los haplogrupos fue similar 
en el grupo de controles y de diabéticos, por lo que en nuestra población el hecho de 
pertenecer a uno de estos haplogrupos no parece estar asociado directamente con el desarrollo 
de DM2. Sin embargo, al centrarnos en los pacientes diabéticos y analizar los diferentes 
parámetros metabólicos en función de los haplogrupos, pudimos observar que aquellos 
pertenecientes al haplogrupo JT presentaban mayores niveles de glucosa en ayunas y HbA1C que 
los pacientes con los haplogrupos HV, U y otros, indicando un peor control glucémico. Crispim y 
colaboradores publicaron un estudio en el 2006 donde se relacionaba el haplogrupo JT con una 
mayor resistencia a la insulina, determinada por el índice HOMA-IR, en pacientes caucásico-
brasileños con DM2 (Crispim et al., 2006). De forma similar, aunque no de manera 
estadísticamente significativa (p = 0,38), nuestros resultados también muestran un ligero 
aumento en el índice HOMA de los pacientes con el haplogrupo JT, apoyando la hipótesis de un 
posible papel de este haplogrupo en el mal control glucémico y la resistencia a la insulina.  
La hiperglucemia mantenida en el tiempo da lugar a una producción excesiva de ERO y se 
considera la principal responsable del desarrollo de complicaciones microvasculares en los 
pacientes con DM2 (Brownlee, 2005; Giacco y Brownlee, 2010). El riñón es especialmente 




susceptible al daño oxidativo producido por la hiperglucemia. Al no ser dependiente de insulina, 
la captación de glucosa por las células mesangiales del glomérulo y las células tubulares no está 
controlada, por lo que bajo condiciones de hiperglucemia crónica se produce en ellas un 
aumento de la producción de ERO que puede promover daños funcionales y estructurales y dar 
lugar al desarrollo de nefropatía diabética (Singh et al., 2011). Curiosamente, además de un 
peor control glucémico, nuestros pacientes con el haplogrupo JT mostraron niveles mayores de 
creatinina en suero y una tasa estimada de FG inferior que aquellos pertenecientes al resto de 
haplogrupos, sugiriendo una peor función renal. Varios estudios han señalado que las variantes 
mitocondriales podrían influir sobre la susceptibilidad al desarrollo de complicaciones 
vasculares de la diabetes más que sobre la DM2 en sí misma. Por ejemplo, Achilli y 
colaboradores publicaron en 2011 un trabajo en el que genotiparon una cohorte de 904 sujetos 
de una región del centro de Italia (de los que 466 tenían DM2), y observaron que, aunque la 
susceptibilidad a desarrollar DM2 no parecía ser diferente en los distintos haplogrupos, sí que 
existía una asociación significativa entre determinados haplogrupos y un aumento en el riesgo 
de complicaciones vasculares. Así, los haplogrupos H, H3, V y U3 se asociaron con retinopatía, 
neuropatía, fallo renal y nefropatía, respectivamente (Achilli et al., 2011). Al igual que el trabajo 
de Achilli y colaboradores, otros estudios han indicado un posible papel de los haplogrupos 
mitocondriales sobre las complicaciones vasculares de la diabetes, por ejemplo, el haplogrupo T 
se ha relacionado con enfermedad arterial coronaria y retinopatía diabética (Kofler et al., 2009); 
el haplogrupo U es más frecuente en los pacientes diabéticos que no tienen complicaciones 
vasculares en comparación con los que tienen al menos una complicación, indicando un posible 
efecto protector (Martikainen et al., 2015); los haplogrupos H y UK parecen estar involucrados 
en la severidad de la retinopatía diabética, aunque no se relacionan con su prevalencia, lo que 
indica que podrían estar implicados en los mecanismos fisiopatológicos que afectan al 
empeoramiento de esta complicación, como la isquemia y neovascularización características de 
la retinopatía diabética proliferativa (Bregman et al., 2017). En cuanto al aumento en el riesgo 
de nefropatía diabética, se ha observado que está relacionado con el haplogrupo N9a en una 
población de origen chino (Niu et al., 2015), y con el haplogrupo J1 en un grupo de pacientes 
judíos de origen asquenazí (Feder et al., 2009). Entre las características típicas de la nefropatía 
diabética se encuentran una elevación de los niveles séricos de creatinina, que es debido al 
descenso de la tasa de FG, y un aumento del ratio albúmina/creatinina en la orina. Es por ello 
que decidimos analizar los datos del ratio urinario de albúmina/creatinina de aquellos pacientes 
diabéticos a los que se les había realizado esta medición el mismo día de la extracción 
sanguínea (n=106), y pudimos observar que los del haplogrupo JT mostraban niveles 
ligeramente superiores a los del resto de haplogrupos. Sin embargo, probablemente a causa de 




la reducción en el tamaño muestral, estos datos no alcanzaron la significación estadística. En 
conjunto, nuestros resultados, aunque están en su mayoría dentro del rango considerado como 
no patológico, apuntan a un descenso en la función renal de los pacientes que pertenecen al 
haplogrupo JT, por lo que concuerdan con un posible papel de este haplogrupo en el desarrollo 
de nefropatía diabética.  
Es de destacar que el haplogrupo JT se caracteriza por un polimorfismo o SNP en el nucleótido 
4216 del ADNmt (m.4216T>C) (Herrnstadt et al., 2002), que da lugar a un cambio no sinónimo 
en un codón del gen que codifica para la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (MT-ND1), 
uno de los componentes del complejo I de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. 
Los polimorfismos que definen los haplogrupos mitocondriales se encuentran en homoplasmia 
y son considerados neutrales, es decir no patogénicos. Sin embargo, el polimorfismo 
m.4216T>C se ha asociado, junto a otros, con la neuropatía óptica de Leber, donde se cree que 
empeora los efectos de las otras mutaciones implicadas en la enfermedad pero no es suficiente 
por sí mismo para causarla (Torroni et al., 1997). A nivel funcional, se cree que éste y otros 
polimorfismos del ADNmt podrían afectar a la cinética del ensamblaje de los complejos 
mitocondriales (Pello et al., 2008). Bajo las condiciones de hiperglucemia que tienen lugar en la 
DM2, el aumento en el metabolismo de la glucosa a través de la glucolisis y el ciclo de Krebs 
lleva a una producción excesiva de NADH. El complejo I mitocondrial transfiere los electrones 
almacenados en el NADH al coenzima Q, de forma que una alteración en la función del 
complejo I así como un exceso de su sustrato (NADH) pueden provocar una fuga de electrones 
que reducirán moléculas de O2 dando lugar a un aumento en la generación de O2˙¯ (Murphy, 
2009; Yan, 2014). En un estudio publicado recientemente se demostró que la inhibición del 
complejo I mitocondrial mejoraba la resistencia a la insulina y disminuía la hiperglucemia en 
ratones diabéticos a través de un aumento de la glucolisis y una disminución de la producción 
hepática de glucosa, por un mecanismo independiente de la activación de la AMPK (Hou et al., 
2018). Todo ello nos lleva a hipotetizar que en los pacientes con DM2 ocurrirían una serie 
alteraciones en la cadena de transporte de electrones mitocondrial que se verían agravadas en 
los pacientes con haplogrupo JT. El polimorfismo m.4216T>C podría agravar las consecuencias 
de la hiperglucemia a través de una posible afectación del complejo I mitocondrial que daría 
lugar a un aumento en la liberación de ERO. En las células renales, este exceso de ERO 
provocaría una alteración de la función renal que con el tiempo podría desencadenar en el 
desarrollo de nefropatía diabética. Para confirmar esta hipótesis serán necesarios estudios 
donde se evalúe la función mitocondrial en general, y de las diferentes subunidades del 
complejo I en particular, en pacientes con DM2 pertenecientes a diferentes haplogrupos. 




También sería interesante la realización de estudios prospectivos donde se haga un seguimiento 
a largo plazo de la función renal en pacientes diabéticos con distintos haplogrupos para 
confirmar un aumento de la incidencia de nefropatía diabética en aquellos pertenecientes al 
haplogrupo JT. En caso de corroborarse nuestra hipótesis, la determinación del haplogrupo 
mitocondrial en pacientes con DM2 de reciente diagnóstico nos permitiría predecir un peor 
control glucémico en aquellos con el polimorfismo m.4216T>C e iniciar estrategias de 
tratamiento enfocadas a la prevención del daño renal causado por hiperglucemia. Así, el 
tratamiento farmacológico temprano con inhibidores del complejo I mitocondrial, como la 
metformina y las tiazolidinedionas (Brunmair et al., 2004), de los pacientes diabéticos con 
haplogrupo JT podría ser una buena estrategia para mejorar la homeostasis de la glucosa y 
prevenir la alteración de la función renal.  
Como hemos visto, los pacientes con DM2 presentan un aumento de los niveles circulantes de 
marcadores inflamatorios que reflejan un estado de inflamación subclínica crónica. En la DM2 
existe una alteración del sistema inmune donde, entre otras cosas, se han observado cambios 
en el número y el estado de activación de los leucocitos circulantes que contribuyen al aumento 
en la liberación de quimiocinas y citoquinas proinflamatorias (Donath y Shoelson, 2011). Estos 
leucocitos activados son capaces de adherirse al endotelio de los vasos sanguíneos dando lugar 
al inicio de un proceso aterosclerótico, en muchos casos prematuro, que se encuentra 
íntimamente relacionado con el desarrollo de las complicaciones vasculares de la diabetes 
(Weber y Noels, 2011). Además, la situación se puede ver agravada por el daño vascular que 
ocurre en condiciones de hiperglucemia y que tiene mucho que ver con el aumento del estrés 
oxidativo (Kaur et al., 2018). Los leucocitos, una vez activados, son capaces de producir y liberar 
gran cantidad de ERO contribuyendo al estrés oxidativo y a la subsecuente inflamación y 
disfunción endotelial (Mittal et al., 2014). De hecho, estudios previos han constatado la 
existencia de estrés oxidativo en los leucocitos y activación de los mismos en pacientes con 
DM2, destacando su posible papel en el desarrollo de complicaciones macro y microvasculares 
(Hernandez-Mijares et al., 2013; Rovira-Llopis et al., 2013; Shurtz-Swirski et al., 2001). Por todo 
esto, consideramos que estas células son buenas candidatas para el estudio de los mecanismos 
moleculares que subyacen a la fisiopatología de la DM2, y decidimos emplear leucocitos de 
sangre periférica en nuestras investigaciones. Los resultados obtenidos confirman que los 
leucocitos de pacientes con DM2 presentan un aumento en la producción de ERO, tanto 
mitocondriales como totales, y un descenso en la tasa de consumo de O2 mitocondrial, que 
apunta a una alteración de la función mitocondrial. Cuando separamos en dos grupos a nuestra 
población diabética, en función de si tenían un buen control glucémico (HbA1C < 6,5%) o si 




estaban mal controlados (HbA1C > 6,5%), observamos que mientras que el aumento de la 
producción de ERO mitocondriales y totales era similar en ambos grupos, la disminución en la 
respiración mitocondrial ocurría específicamente en los leucocitos de los pacientes mal 
controlados. Además, el consumo de O2 mitocondrial se correlacionó negativamente con el 
aumento en los niveles de HbA1C, sugiriendo que la disfunción mitocondrial se ve agravada por 
una exposición prolongada a concentraciones elevadas de glucosa.  
La correcta función mitocondrial está condicionada por el ensamblaje de redes de mitocondrias 
que sufren ciclos continuos de fusión y fisión para la adaptación de la célula a los cambios 
energéticos, un mecanismo conocido como dinámica mitocondrial. Se ha observado que 
asociado a la diabetes existe un desequilibrio entre los procesos de fusión y fisión que llevan a 
una fragmentación mitocondrial en distintos tipos celulares, como células musculares, 
endoteliales y β pancreáticas (Bach et al., 2005; Molina et al., 2009; Shenouda et al., 2011). Los 
defectos en la maquinaria encargada de mediar la fusión y fisión mitocondrial condicionan 
negativamente la bioenergética celular, ya que promueven una reducción en el potencial de 
membrana mitocondrial, un mal funcionamiento de los complejos de la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial y un descenso de la respiración mitocondrial (Westermann, 2010). 
Hasta donde sabemos, nuestro trabajo es el primero en estudiar la expresión de las proteínas 
de fusión y fisión en leucocitos de pacientes con DM2 y controles sanos. En este estudio, hemos 
observado que la expresión de las proteínas de fusión MFN1, MFN2 y OPA1 es 
significativamente menor en los leucocitos de los pacientes diabéticos en comparación con los 
de los voluntarios sanos. A su vez, existe un aumento en la expresión de las proteínas de fisión 
FIS1 y DRP1 (aunque la significación estadística no fue alcanzada en el caso de DRP1). Cuando 
dividimos el grupo de pacientes diabéticos en función del control glucémico, pudimos ver que el 
descenso en la expresión de las proteínas de fusión MFN2 y OPA1 era más marcado en los 
pacientes mal controlados (con niveles de HbA1C > 6,5%). Además, esta disminución de los 
niveles de MFN2 y OPA1 en paralelo al aumento de los niveles de HbA1C se corroboró tras 
observar una correlación negativa entre ambos parámetros, indicando que la pérdida del 
control glucémico podría inhibir la fusión mitocondrial. Nuestros resultados se ven apoyados 
por un trabajo publicado con posterioridad, donde se observó una correlación negativa entre 
los niveles de HbA1C y la expresión tanto proteica como de ARNm de MFN2 en PBMCs de 
pacientes con DM2 (Bhansali et al., 2017).  
MFN2, además de participar en el proceso de fusión mitocondrial, está implicada en otras 
funciones celulares de gran importancia. Por ejemplo, MFN2 parece jugar un papel en el 
metabolismo mitocondrial, ya que cuando se pierde la función de esta proteína se ven 




reducidos la oxidación de sustratos, el consumo de oxígeno y el potencial de membrana 
mitocondrial en células musculares de ratón (Bach et al., 2003; Pich et al., 2005). También se ha 
visto que MFN2 es capaz de regular la señalización de la insulina, está implicada en la 
homeostasis del Ca2+, y puede controlar la función del RE. De hecho, se ha demostrado que esta 
proteína juega un papel en la UPR (Sebastian et al., 2012). En este sentido, la pérdida de la 
función de MFN2 provoca un aumento en los marcadores de estrés de RE en músculo 
esquelético e hígado de ratón; e in vitro en fibroblastos embrionarios de ratón (Ngoh et al., 
2012; Sebastian et al., 2012). En concreto, Muñoz y colaboradores sugieren que MFN2 
interacciona con PERK y modula negativamente su actividad quinasa; de manera que, en 
ausencia de MFN2, el aumento de la actividad de PERK es capaz de controlar la morfología y 
función mitocondrial (Muñoz et al., 2013). Es de destacar que existen algunas controversias en 
cuanto a si la falta de MFN2 provoca o previene la activación de la apoptosis, aunque 
paradójicamente lo que sí que está claro es que la ausencia de la actividad de MFN2 promueve 
un aumento de la expresión de CHOP (Muñoz et al., 2013; Ngoh et al., 2012). En consonancia 
con esta idea, nuestros resultados muestran una disminución en la expresión proteica de MFN2 
en pacientes con mal control glucémico, mientras que en un estudio previo realizado en 
nuestro laboratorio se observó, también en leucocitos, un aumento en la expresión de CHOP en 
una cohorte diferente de pacientes mal controlados (Rovira-Llopis et al., 2014). 
De manera similar a MFN2, OPA1 también interviene en funciones pleiotrópicas, de hecho, se 
sabe que OPA1 participa en el mantenimiento de la integridad de las crestas mitocondriales 
(Frezza et al., 2006), el estrés oxidativo (Millet et al., 2016) y la inflamación (Tezze et al., 2017), 
además de su papel clave en la plasticidad mitocondrial (Youle y van der Bliek, 2012). Así, OPA1 
podría estar implicada en la organización de los complejos de la cadena de transporte de 
electrones y en la eficiencia de la respiración, mediante el control de la disposición de las 
crestas mitocondriales (Cogliati et al., 2013). De acuerdo con ello, un trabajo reciente ha 
confirmado que la ausencia del gen Opa1 en fibroblastos embrionarios de ratón provoca 
alteraciones del metabolismo energético que son consecuencia de defectos en la cadena 
respiratoria e importantes descensos de la respiración mitocondrial (Bocca et al., 2018). Por lo 
tanto, las alteraciones en la expresión de OPA1 también tienen un impacto sobre el 
metabolismo mitocondrial. 
Curiosamente, los niveles de expresión de MFN1 no seguían el mismo patrón que MFN2 y 
OPA1, sino que eran los leucocitos de los pacientes bien controlados los que mostraban de 
manera significativa una menor cantidad de MFN1 que los controles. Nuestros resultados 
concuerdan con los de un estudio en el que generaron ratones “knock out” para MFN1 




específicamente en el hígado. En dicho trabajo observaron que, cuando eran alimentados con 
una dieta rica en grasas, los ratones “knock out” mostraban una reducción de los niveles de 
glucosa en sangre y una mejor sensibilidad a la insulina, en comparación con ratones normales 
alimentados con la misma dieta. De hecho, la falta de MFN1 protegió a los ratones de la 
intolerancia a la glucosa inducida por la dieta rica en grasas que sí se observó en los ratones 
“wild type”. Además, la acción hipoglucemiante de la metformina aumentó en los ratones 
deficientes en MFN1 (Kulkarni et al., 2016), por lo que estrategias farmacológicas que apunten 
hacia una reducción de la actividad de MFN1 podrían ser de gran utilidad para el manejo de la 
homeostasis de la glucosa en situaciones de resistencia a la insulina o DM2 (Kulkarni et al., 
2016). 
En cuanto a la fisión, varios trabajos han señalado una mayor fragmentación de las redes 
mitocondriales bajo condiciones de hiperglucemia en células endoteliales, pancreáticas y 
hepáticas (Makino et al., 2010; Men et al., 2009; Shenouda et al., 2011; Yu et al., 2006). En la 
presente tesis, hemos demostrado que el aumento de la expresión de las proteínas FIS1 y DRP1 
en los leucocitos de pacientes diabéticos se agrava en condiciones de mal control glucémico, ya 
que los niveles de ambas proteínas se incrementaron específicamente en el grupo de pacientes 
con HbA1C > 6,5% (aunque en el caso de DRP1 no se alcanzó la significación estadística). 
Además, hemos observado una correlación negativa entre los niveles de las dos proteínas de 
fisión analizadas y el consumo de O2 mitocondrial, lo que podría indicar que un aumento 
excesivo del proceso de fisión compromete la función mitocondrial en los leucocitos de 
pacientes con DM2. De acuerdo con esta idea, el trabajo de Jheng y colaboradores demostró 
que la pérdida de redes mitocondriales, que ocurría por un aumento de la fisión en células 
musculares tratadas con palmitato, promueve disfunción mitocondrial y resistencia a la insulina 
(Jheng et al., 2012). Por otro lado, la correlación negativa entre la fisión y el consumo de O2 
mitocondrial se puede interpretar de forma inversa; es decir, la alteración de la función 
mitocondrial (que empeora con el mal control glucémico) podría promover un aumento en la 
fisión de las redes mitocondriales que serviría como mecanismo de defensa para permitir la 
eliminación de los componentes mitocondriales dañados por mitofagia. Esta hipótesis se ve 
apoyada por los resultados de Twig y colaboradores, que sugieren que los eventos de fisión en 
mitocondrias de células β pancreáticas son seguidos por un proceso de fusión selectiva que 
permite la segregación de mitocondrias dañadas y su eliminación por autofagia (Twig et al., 
2008). 
La fisión mitocondrial se ha postulado como un mecanismo clave en el desarrollo de 
aterosclerosis en pacientes con DM2, al demostrarse que la fragmentación de la red 




mitocondrial de las células endoteliales contribuye a la disfunción endotelial (Shenouda et al., 
2011). Dada la importancia de la activación y reclutamiento de leucocitos hacia el endotelio 
vascular en el proceso aterosclerótico (Weber y Noels, 2011), decidimos investigar si existía 
alguna relación entre la interacción leucocito-endotelio y la alteración en la dinámica 
mitocondrial en los leucocitos. Para ello, utilizando una cámara de flujo paralelo, perfundimos 
una suspensión de los leucocitos aislados de nuestros pacientes sobre una monocapa de células 
endoteliales humanas de cordón umbilical (HUVEC) procedentes de mujeres voluntarias sanas, y 
determinamos tres parámetros: (i) la velocidad de rodamiento leucocitario (el tiempo que 
tardan 20 leucocitos consecutivos en recorrer una distancia de 100 µm), (ii) el flujo de 
rodamiento leucocitario (número de leucocitos que ruedan sobre una superficie de 100 µm2 de 
células endoteliales durante un periodo de tiempo de 1 min), y (iii) adhesión leucocitaria 
(número de leucocitos que mantienen un contacto estable con la monocapa de HUVEC de al 
menos 30s). Observamos que los leucocitos de pacientes con DM2 rodaban más despacio sobre 
el endotelio, y que el flujo de rodamiento y la adhesión eran mayores en comparación con los 
leucocitos de los sujetos sanos. Además, al dividir por HbA1C al grupo diabético, observamos que 
el número de leucocitos que ruedan sobre el endotelio era mayor en el grupo de los pacientes 
mal controlados en comparación con los bien controlados. Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos en estudios anteriores, donde el aumento de las interacciones leucocito-endotelio se 
asoció no sólo con un mal control glucémico, sino también con disfunción mitocondrial, estrés 
oxidativo, estrés de RE, y un aumento de complicaciones microvasculares (como la nefropatía 
diabética) y macrovasculares (como la cardiopatía isquémica silente) (Hernandez-Mijares et al., 
2013; Rovira-Llopis et al., 2013; Rovira-Llopis et al., 2014). Con nuestro estudio, hemos 
ampliado esta lista y hemos incluido en ella a la alteración de la dinámica mitocondrial, pues el 
análisis estadístico de nuestros datos muestran que la velocidad de rodamiento de los 
leucocitos sobre el endotelio se correlaciona negativamente con los niveles de la proteína de 
fisión FIS1, y positivamente con los niveles de las proteínas de fusión MFN1 y OPA1. Por otro 
lado, encontramos una correlación negativa entre la adhesión leucocitaria y la expresión de 
MFN1 y DRP1. Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que la alteración de la dinámica 
mitocondrial que ocurre en los leucocitos de los pacientes con DM2, especialmente cuando el 
control glucémico es inadecuado, estaría asociada con un aumento de las interacciones de los 
leucocitos con el endotelio. Hasta la fecha, no existe ningún estudio en el que se investigue 
directamente si la alteración de la dinámica mitocondrial en los leucocitos es capaz de 
promover una mayor interacción de los mismos con el endotelio vascular, aunque lo que sí que 
se ha visto es que la dinámica mitocondrial es esencial durante la polarización y quimiotaxis 
linfocitaria (Campello et al., 2006). De hecho, Campello y colaboradores demostraron que, 




durante la migración linfocitaria, la red mitocondrial sufre una serie de reordenamientos que 
conducen a la acumulación de mitocondrias específicamente en la región del urópodo, donde 
son requeridas para asegurar la elevada producción de ATP necesaria para el reordenamiento 
del citoesqueleto. Así, observaron que la fisión mitocondrial facilitaba este proceso de 
relocalización de las mitocondrias y promovía la quimiotaxis de los linfocitos, mientras que la 
fusión (estimulada por un aumento en la expresión de OPA1, MFN1 o por la inhibición de DRP1) 
era capaz de inhibir ambos procesos (Campello et al., 2006; Campello y Scorrano, 2010). 
Finalmente, nuestros resultados mostraron la existencia de una correlación positiva entre el 
aumento de la presión arterial sistólica y una mayor expresión de la proteína de fisión 
mitocondrial FIS1 en los leucocitos. La hipertensión es un importante marcador de riesgo 
cardiovascular que se caracteriza, entre otras cosas, por un aumento de la vasoconstricción. En 
este sentido, se ha descrito que el tratamiento con inhibidores de la fisión mitocondrial 
previene la constricción inducida por fenilefrina en arterias mesentéricas humanas y aortas 
procedentes de ratón y rata, indicando un papel del proceso de fisión mitocondrial sobre la 
vasoconstricción (Liu et al., 2016). 
Por tanto, la pérdida del control glucémico en los pacientes con DM2 podría venir acompañada 
de un desequilibrio en los procesos de fusión y fisión mitocondrial que llevarían a un aumento 
de la producción de ERO, acrecentando así la disfunción mitocondrial y promoviendo la 
activación leucocitaria. Como resultado, nos encontramos ante un aumento del reclutamiento 
de los leucocitos hacia la pared vascular que empeora con la hiperglucemia prolongada, y que 
puede favorecer el proceso aterosclerótico que conduce al desarrollo de complicaciones 
vasculares en los pacientes con DM2. 
Tras conocer la importancia del control glucémico sobre la función mitocondrial en leucocitos 
de pacientes con DM2 y el contacto de éstos con el endotelio sano, y dado el posible papel que 
puede desempeñar la metformina sobre la producción de ERO y la función vascular, nos 
preguntamos si los leucocitos de pacientes tratados con metformina poseen algún tipo de 
mejora a nivel de estrés oxidativo y de interacciones leucocito-endotelio en comparación con 
los leucocitos de pacientes no tratados con este agente antihiperglucemiante y, de ser así, qué 
mecanismos podrían estar involucrados en tal beneficio. Para ello, reclutamos pacientes 
diabéticos que llevaban al menos un año tomando metformina como principal agente 
antidiabético a una dosis de 1700 mg diarios y otro grupo de pacientes con DM2 que no 
estaban siendo tratados con este fármaco. En ninguno de los dos grupos se incluyeron 
pacientes que siguieran tratamiento con insulina; y, para evitar la influencia del control 
glucémico sobre los resultados, se ajustaron por niveles de glucosa, insulina y HbA1C además de 




por sexo, edad e IMC. Asimismo, incluimos un grupo de controles sanos no obesos, ajustados 
por edad y sexo, para poder observar los cambios debidos a la presencia de DM2. Tras evaluar 
por microscopía de fluorescencia la producción de ERO y los niveles de GSH en los leucocitos 
aislados de los sujetos de estudio, observamos que los pacientes diabéticos presentaban 
mayores niveles de ERO, tanto totales como mitocondriales, y menor concentración intracelular 
de GSH en comparación con los leucocitos de controles sanos. A diferencia de los niveles totales 
de ERO, que eran similares en ambos grupos de pacientes diabéticos, la producción de O2˙¯ 
mitocondrial fue significativamente menor en los leucocitos de los pacientes tratados con 
metformina en comparación con los de pacientes no tratados, mientras que los niveles del 
antioxidante GSH eran superiores. Cuando evaluamos la expresión de ARNm de las principales 
enzimas encargadas de la defensa frente al estrés oxidativo, observamos que los leucocitos de 
pacientes tratados con metformina tenían unos niveles de expresión génica de GPX1 y SIRT3 
superiores a los que no llevaban tratamiento con metformina (cuya expresión era muy inferior a 
la de los controles). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la expresión de 
ARNm de SOD1 y CAT entre los tres grupos. Nuestros resultados sugieren que el tratamiento 
con metformina de los pacientes diabéticos podría reducir el estrés oxidativo que presentan sus 
leucocitos a través de una inhibición de la producción mitocondrial de ERO, un aumento de los 
niveles de GSH, y un incremento de la expresión de GPX1 y SIRT3.  
En la DM2, el exceso de ERO generados por la mitocondria puede dañar el ADN, las proteínas y 
los componentes lipídicos de las membranas, resultando en disfunción mitocondrial. Es de 
destacar que, en un trabajo previo de nuestro grupo de investigación, se demostró que la 
disfunción mitocondrial observada en los leucocitos de pacientes con DM2 estaba relacionada 
con un aumento del estrés oxidativo y una alteración de la función del complejo I de la cadena 
de transporte de electrones (Hernandez-Mijares et al., 2011). Este complejo es uno de los 
principales lugares de producción de O2˙¯ en la mitocondria (Murphy, 2009), por lo que la 
metformina, a través de su acción inhibitoria sobre él, podría ser capaz de reducir la producción 
de O2˙¯ mitocondrial en los leucocitos de pacientes diabéticos tratados con el fármaco. De 
hecho, se ha demostrado que este fármaco no sólo no aumenta la producción de ERO en el 
complejo I mitocondrial debido al flujo directo de electrones, sino que además es capaz de 
inhibir su producción debida al transporte reverso de electrones en mitocondrias aisladas de 
hígado de rata (Batandier et al., 2006).  
SIRT3 es la principal deacetilasa mitocondrial, cuya función es clave para la activación del 
sistema de defensa antioxidante y el mantenimiento de la correcta función mitocondrial en 
situaciones de estrés (Bell et al., 2011; Hirschey et al., 2011a). Se ha demostrado que la 




exposición prolongada a una dieta rica en grasas reduce la expresión de SIRT3, y que la 
disminución de la actividad de esta enzima en ratones (ya sea por inactivación génica o por 
dieta rica en grasas) está asociada con el desarrollo acelerado de alteraciones metabólicas 
(Hirschey et al., 2011b). Este hecho explicaría, al menos en parte, el descenso en la expresión de 
SIRT3 que hemos observado en los leucocitos de los pacientes con DM2. Nuestros resultados 
muestran, además, que en los pacientes diabéticos tratados con metformina tienen niveles de 
SIRT3 superiores a los no tratados. En relación a esto, curiosamente, en un estudio llevado a 
cabo con ratones, observaron que la metformina reducía la expresión proteica de SIRT3 en el 
hígado (Buler et al., 2012). Estas discrepancias con nuestros resultados pueden tener que ver 
con el tipo celular estudiado o bien con la dosis y duración del tratamiento, ya que en el estudio 
de Buler y colaboradores los ratones fueron tratados sólo durante 7 días y la dosis de 
metformina administrada (300 mg/kg) fue muy superior a la de nuestros pacientes. En este 
sentido, se ha visto que el mismo estímulo en diferentes circunstancias puede desencadenar 
respuestas contrarias en la expresión de SIRT3. Así, por ejemplo, se ha observado que aunque la 
exposición crónica a una dieta rica en grasas provoca la inhibición de la expresión proteica de 
SIRT3, cuando la exposición a la dieta rica en grasas es aguda, la expresión de SIRT3 aumenta 
(Hirschey et al., 2011a). Entre las proteínas que se incluyen como diana de SIRT3 se encuentra la 
isocitrato deshidrogenasa 2, cuya activación por deacetilación resulta en un aumento de la 
producción de NADPH, una molécula esencial para la reducción de GSSG a GSH (Bause y Haigis, 
2013). El GSH puede ejercer su acción antioxidante neutralizando ERO de una manera directa o, 
indirectamente, sirviendo como donador de electrones a enzimas antioxidantes como la GPX 
(capaz de reducir H2O2 y grupos tiol de proteínas oxidadas) (Deponte, 2013). En este sentido, se 
ha postulado que SIRT3 podría participar en la regulación de Gpx, ya que cuando se suprime la 
expresión génica de Sirt3 en células musculares de ratón, la inducción de la expresión de Gpx vía 
PGC-1α se ve reducida (Kong et al., 2010). Nuestros resultados respaldan que en los leucocitos 
de pacientes tratados con metformina existe un aumento de la expresión génica de SIRT3 que 
podría estar favoreciendo un incremento en los niveles intracelulares de GSH y una mayor 
expresión de GPX1.  
El uso de la metformina como tratamiento antidiabético de primera línea no sólo se debe a sus 
efectos antihiperglucemiantes, sino que también tiene que ver con los beneficios que supone a 
nivel vascular y su papel en la reducción de la mortalidad de los pacientes con DM2. En una 
revisión sistemática en la que se analizaron 40 ensayos clínicos controlados, se sugirió que la 
metformina disminuía el riesgo de mortalidad cardiovascular en comparación con otros agentes 
antidiabéticos orales o placebo (Selvin et al., 2008). Los mecanismos implicados en la protección 




vascular asociada al tratamiento con metformina tienen mucho que ver con mejoras en la 
función endotelial, el perfil lipídico y marcadores inflamatorios (Pernicova y Korbonits, 2014). La 
evaluación de las interacciones leucocito-endotelio que hemos realizado en esta tesis doctoral 
muestra que los leucocitos de pacientes tratados con metformina tienen una velocidad de 
rodamiento mayor y un flujo de rodamiento y adhesión al endotelio menor que los leucocitos 
de pacientes no tratados con el fármaco. Esta reducción en la interacción leucocito-endotelio 
viene acompañada por un descenso en los niveles de las formas solubles de ICAM-1 y 
P-selectina en la sangre de los pacientes tratados con metformina en comparación con los 
elevados niveles observados en los pacientes no tratados con metformina (aunque, en el caso 
de la P-selectina, este descenso no alcanzó la significación estadística, p = 0,08). P-selectina e 
ICAM son moléculas de adhesión expresadas por las células endoteliales que participan en los 
procesos de rodamiento y adhesión de los leucocitos respectivamente; y el aumento en la 
circulación de sus formas solubles se considera un marcador indirecto de activación endotelial. 
Nuestros resultados coinciden parcialmente con los del estudio de Jager y colaboradores, donde 
demostraron que el tratamiento con metformina a largo plazo disminuía los niveles circulantes 
de las moléculas de adhesión ICAM y VCAM en pacientes con DM2 (de Jager et al., 2014). 
Continuando con los efectos de la metformina sobre la vasculatura, en un estudio realizado con 
células endoteliales humanas expuestas a citoquinas inflamatorias, se demostró que la 
metformina atenúa la expresión génica de las moléculas de adhesión y citoquinas 
proinflamatorias al inhibir la activación del factor proinflamatorio NF-κB, mediante el aumento 
de la actividad de la AMPK (Hattori et al., 2006). Por otra parte, la activación de la AMPK 
promovida por metformina hace que se fosforile e inactive la poli ADP-ribosa polimerasa 1 
(PARP1) (Shang et al., 2016), una enzima que se activa cuando hay daño oxidativo en el ADN y 
cuya inactivación parece revertir la disfunción endotelial inducida por diabetes (Soriano et al., 
2001). Pero los beneficios antiaterogénicos del tratamiento con metformina van todavía más 
allá, de hecho es capaz de modificar la distribución de subfracciones lipoproteicas en personas 
intolerantes a la glucosa, reduciendo ligeramente los niveles de partículas LDL pequeñas y 
densas, y aumentando los de HDL (Goldberg et al., 2013).  
En conjunto, nuestros resultados sugieren una mejora del estrés oxidativo y la función vascular 
de los pacientes tratados con metformina, y apoyan un papel protector de este fármaco en las 
primeras etapas del proceso aterosclerótico cuando los leucocitos son reclutados hacia las 
paredes de los vasos sanguíneos.  
Entre los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de la DM2 se encuentra el 
estrés de RE, que parece jugar un papel fundamental en la inhibición de la acción de la insulina 




en tejidos periféricos (Ozcan et al., 2004; Panzhinskiy et al., 2013) y en la disfunción de las 
células β pancreáticas (Volchuk y Ron, 2010). Si nos centramos en las células inmunitarias, 
varios trabajos han señalado un aumento del estrés de RE en leucocitos de pacientes con DM2 
en comparación con sujetos sanos, que se asocia con un aumento de la apoptosis y una 
alteración de la función inmunitaria de estas células (Komura et al., 2010; Lenin et al., 2015; 
Rovira-Llopis et al., 2014). Además, un trabajo previo de nuestro grupo demostró que, en 
leucocitos de pacientes con DM2, el patrón de expresión de marcadores implicados en el estrés 
de RE y la UPR varía en función del control glucémico del paciente; de hecho los leucocitos de 
pacientes con HbA1C < 7% mostraron una respuesta adaptativa al estrés de RE con mayores 
niveles de sXBP1, mientras que en pacientes con HbA1C > 7% el incremento de la expresión de 
ATF6 y CHOP sugirió una inclinación hacia una respuesta proapoptótica en condiciones de mal 
control glucémico (Rovira-Llopis et al., 2014). Sin embargo, hasta ahora nadie había estudiado si 
el tratamiento con metformina tiene algún efecto sobre el estrés de RE y la modulación de las 
diferentes vías de la UPR en leucocitos. Por este motivo, y tras haber observado beneficios a 
nivel de estrés oxidativo e interacciones leucocito-endotelio, decidimos estudiar si los leucocitos 
de pacientes tratados con metformina presentaban alguna diferencia en cuanto a la activación 
de las tres rutas de la UPR con respecto a los de pacientes no tratados con metformina. Este 
estudio fue llevado a cabo en una cohorte de controles y pacientes diabéticos diferente a la 
anterior, pero que compartía los mismos criterios de inclusión y exclusión. Nuestros resultados 
muestran que los niveles de expresión de GRP78 están aumentados en ambos grupos de 
pacientes diabéticos en comparación con los controles sanos, confirmando un aumento del 
estrés de RE en los leucocitos de pacientes con DM2. GRP78 es una chaperona molecular que 
participa en el correcto plegamiento de las proteínas sintetizadas en el RE. Tras la inducción de 
la UPR, la producción de GRP78 aumenta drásticamente como un mecanismo para aumentar la 
capacidad de plegamiento del RE (Kozutsumi et al., 1988; Schroder y Kaufman, 2005). 
Curiosamente, cuando miramos la expresión de los principales mediadores de las tres rutas de 
la UPR, observamos patrones de expresión completamente diferentes en los pacientes tratados 
y no tratados con metformina. Así, los leucocitos de los pacientes no tratados con el fármaco 
expresaban mayores niveles de ATF6; mientras que los leucocitos de pacientes que tomaban 
metformina se inclinaban hacia una activación de las rutas de PERK e IRE1; como puede 
observarse por el aumento en los niveles de p-eIF2α y de s-XBP1, sugiriendo que el tratamiento 
con metformina podría modular la UPR inhibiendo la ruta de señalización de ATF6 y 
promoviendo las de PERK e IRE1, relacionadas con una respuesta principalmente adaptativa. De 
acuerdo con este posible papel de la metformina, Quentin y colaboradores demostraron que la 
incubación de cardiomiocitos de rata con metformina promovía una activación de la ruta de 




PERK sin inducción de la apoptosis; por el contrario, no observaron modificaciones 
estadísticamente significativas en la expresión génica de Grp78, Atf6 y s-Xbp1 en presencia de 
metformina (Quentin et al., 2012). 
El mantenimiento de la homeostasis redox en el RE parece ser fundamental para el correcto 
plegamiento de las proteínas (Ellgaard et al., 2018; van der Vlies et al., 2003). Durante el 
proceso de plegamiento, la formación de puentes disulfuro de las proteínas es catalizada por 
enzimas oxidoreductasas que utilizan O2 como aceptor final de electrones, dejando como 
resultado un aumento en la producción de ERO que se intensifica cuando hay un aumento de 
proteínas mal plegadas que necesitan de la acción de estas chaperonas (Haynes et al., 2004). 
Sin embargo, la relación del estrés de RE y estrés oxidativo es bidireccional y se ha observado 
que, en células β pancreáticas, el estrés oxidativo es responsable de la activación de marcadores 
de estrés de RE inducida por LDL oxidadas (Plaisance et al., 2016). Además, la presencia de unos 
niveles adecuados de GSH es crucial en el manejo de las proteínas mal plegadas, ya que el GSH 
puede reaccionar y reducir puentes disulfuro no nativos permitiendo que las proteínas mal 
plegadas puedan ser replegadas correctamente (Chakravarthi y Bulleid, 2004). Por tanto, si los 
niveles de GSH están reducidos, el correcto plegamiento de las proteínas se vería 
comprometido y daría lugar a un aumento del estrés de RE. En la presente tesis hemos 
demostrado que los leucocitos de pacientes con DM2 presentan un descenso en los niveles 
intracelulares de GSH, que es más pronunciado en aquellos pacientes que no están en 
tratamiento con metformina. Esta disminución en los niveles de GSH podría explicar, al menos 
en parte, el aumento del estrés de RE en ambos grupos de pacientes diabéticos. 
En los pacientes tratados con metformina, el aumento de los niveles proteicos de p-eIF2α es 
indicativo de un aumento en la ruta de señalización mediada por PERK. Tras la disociación de 
GRP78, la actividad quinasa de PERK se activa y es capaz de fosforilar a sus proteínas diana, 
como eIF2α y Nrf2. La fosforilación de Nrf2 permite que se separe de su inhibidor (KEAP1), lo 
que deja expuesta su secuencia de localización nuclear (Cullinan et al., 2003); y una vez en el 
núcleo, Nrf2 promueve la expresión de genes que contienen elementos de respuesta 
antioxidantes en su promotor, dando lugar a un aumento en los niveles de una serie de enzimas 
antioxidantes (Cullinan y Diehl, 2006), entre las que se encuentra SIRT3 (Satterstrom et al., 
2015). Por otro lado, la fosforilación de eIF2α induce el factor de transcripción ATF4, que es 
responsable de la expresión de genes esenciales para la síntesis intracelular de GSH (Harding et 
al., 2003). De acuerdo con nuestros resultados, la activación de la ruta de PERK en los leucocitos 
de pacientes tratados con metformina podría desencadenar el aumento en los niveles de GSH 




intracelular, así como el incremento en los niveles de ARNm de SIRT3, en comparación con 
pacientes no tratados con este fármaco. 
Aunque en nuestro trabajo, debido a limitaciones en la cantidad de muestras, no pudimos 
medir los niveles de CHOP en los tres grupos de pacientes, un estudio previo de este grupo 
mostró que, en una cohorte de pacientes con un mal control metabólico (HbA1C > 7%), el 
aumento de la expresión proteica de ATF6 en leucocitos coincidía con un incremento en los 
niveles de ARNm y proteína CHOP, sugiriendo un posible aumento de la respuesta 
proapoptótica en estas condiciones (Rovira-Llopis et al., 2014). Estos resultados nos permiten 
proponer la hipótesis de si, en ausencia de tratamiento con metformina, el aumento crónico de 
la vía de la UPR mediada por ATF6 observado en los leucocitos de pacientes con DM2 sería 
incapaz de aliviar el estrés de RE y conduciría hacia una respuesta proapoptótica. Para 
corroborar esta hipótesis sería necesaria la realización de estudios adicionales. 
Además de inducir la degradación de proteínas a través del sistema ERAD, por el que se 
ubiquitinan las proteínas mal plegadas para su degradación en el proteasoma, el estrés de RE es 
capaz de activar la autofagia para la eliminación de agregados proteicos que son resistentes al 
sistema ERAD y que se acumulan en el lumen del RE (Houck et al., 2014). Por otra parte, el 
mecanismo de autofagia se encarga de la degradación del propio RE cuando está dañado, y 
reduce su expansión una vez que el estrés se ha resuelto y el RE ha de volver a su tamaño 
original (Bernales et al., 2007). La autofagia, por tanto, se encuentra conectada al estrés de RE y 
es un mecanismo fundamental para el control homeostático de este orgánulo y su correcto 
funcionamiento. De la misma manera, un aumento del estrés oxidativo puede inducir autofagia; 
en concreto, los ERO derivados de la mitocondria son considerados reguladores centrales de la 
autofagia (Scherz-Shouval y Elazar, 2011). En este sentido, se ha demostrado que una 
producción excesiva de ERO mitocondriales provoca daño en las mitocondrias y este estímulo 
desencadena la activación de la autofagia (mitofagia) para la eliminación y reciclaje de las 
mitocondrias dañadas (Wang et al., 2012). Aunque en la DM2 la autofagia se ha propuesto 
como un mecanismo protector que responde a distintos tipos de estrés celular, bajo 
determinadas situaciones, la acumulación excesiva de vesículas autofágicas en las células β 
pancreáticas da lugar a muerte celular programada por autofagia (Masini et al., 2009). Por lo 
tanto, la autofagia puede desempeñar un papel protector o dañino en función del contexto y la 
situación celular.  
Con toda esta información, y tras haber demostrado diferencias en la producción de ERO 
mitocondriales y en el patrón de activación de la UPR en leucocitos de pacientes con DM2 en 




función de si llevaban o no tratamiento con metformina, decidimos estudiar qué pasaba con la 
expresión de diferentes marcadores de autofagia en nuestras muestras de leucocitos. 
Curiosamente, observamos que tanto el ratio de la proteína LC3 II/I como los niveles de 
expresión génica de Beclina 1 (BECN1) y ATG7 estaban significativamente aumentados en los 
leucocitos de pacientes no tratados con metformina, mientras que en los leucocitos de los 
pacientes que sí tomaban metformina estos niveles revertían hasta alcanzar valores similares a 
los observados en el grupo control. Un estudio previo de nuestro grupo de investigación 
demostró un aumento de los marcadores autofágicos LC3-II y Beclina 1 en leucocitos de 
pacientes con DM2 en comparación con controles sanos. Este aumento de la maquinaria 
autofágica ocurrió en paralelo a un aumento en los niveles de ERO en la célula y a una mayor 
expresión de proteínas implicadas en el estrés de RE (GRP78, p-eIF2α y ATF6); por lo que se 
propuso que tanto la acumulación intracelular de ERO como el aumento del estrés de RE 
podrían estar implicados en la inducción de la autofagia en los leucocitos de pacientes con DM2 
(Rovira-Llopis et al., 2015). Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral van un paso más allá 
y parecen indicar que, en pacientes no tratados con metformina los leucocitos presentan un 
aumento de la autofagia que podría ser resultado de un incremento en la producción de O2˙¯ 
mitocondrial y de una excesiva acumulación de proteínas mal plegadas (probablemente debido 
a que, bajo estas circunstancias, la activación de la ruta de la UPR dependiente de ATF6 es 
incapaz por sí sola de reducir el estrés de RE y promover una respuesta antioxidante). Por el 
contrario, nuestra hipótesis es que en los leucocitos de los pacientes tratados con metformina, 
el incremento de la actividad autofágica no sería necesario debido a que, gracias a la acción del 
fármaco, se produciría una disminución del estrés oxidativo y un control del estrés de RE a 
través de las vías de la UPR dependientes de IRE1 y PERK. Aunque será necesario continuar 
estudiando los mecanismos por los cuales, bajo estas circunstancias, el tratamiento con 
metformina es capaz de modular la expresión de los genes implicados en la UPR y la autofagia, 
existen trabajos que apoyan un papel de la metformina en la normalización de la autofagia 
cuando ésta se encuentra aumentada. Por ejemplo, Masini y colaboradores demostraron que 
en células β pancreáticas obtenidas de pacientes con DM2 existe una acumulación de vacuolas 
autofágicas, que también ocurre en células β procedentes de controles no diabéticos cuando 
son incubadas con ácidos grasos no esterificados. Sin embargo, el tratamiento de las células con 
metformina fue capaz de reducir la acumulación de vacuolas autofágicas en ambos casos 
(Masini et al., 2009). Por último, en otro estudio llevado a cabo sobre células cancerosas de 
próstata se observó que la incubación con metformina revertía el aumento en la expresión de 
BECN1 y LC3 inducido por el tratamiento con 2-deoxiglucosa (Ben Sahra et al., 2010).  




El estudio de los mecanismos moleculares a través de los que la metformina ejerce su acción es 
fundamental para conocer mejor sus efectos beneficiosos y sentar las bases para el desarrollo 
de nuevas dianas terapéuticas. 
En conjunto, los resultados de la presente tesis doctoral muestran una implicación de los 
haplogrupos mitocondriales, el estrés oxidativo, la dinámica mitocondrial, la disfunción 
endotelial, el estrés de RE y la autofagia en la DM2; e indican que estos mecanismos 
moleculares conforman un complejo puzzle de fichas interconectadas que sientan las bases 
fisiopatológicas de la enfermedad y sus complicaciones asociadas. Además, hemos arrojado luz 
sobre los mecanismos por los que el tratamiento con metformina podría mejorar la función 
vascular de los pacientes con DM2 y modular la señalización celular en los leucocitos 
promoviendo una disminución de sus interacciones con el endotelio, y retrasando así el 
desarrollo del proceso aterosclerótico. Muchas son las vías y moléculas que participan en el 
daño acarreado por la DM2, y su conocimiento permite acercar la investigación básica a la 
























1. El haplogrupo JT del ADNmt (concretamente, el polimorfismo m.4216T>C) se asocia con 
un peor control glucémico en pacientes con DM2, que contribuiría al deterioro de su 
función renal y podría predisponer a los pacientes al desarrollo de nefropatía diabética. 
 
2. El control glucémico inadecuado en los pacientes con DM2 se relaciona con una 
alteración en la expresión leucocitaria de las proteínas implicadas en la dinámica 
mitocondrial, así como con disfunción mitocondrial y estrés oxidativo. En consecuencia, 
existe un aumento de la interacción leucocito-endotelio que podría acelerar el proceso 
aterosclerótico y, por tanto, el desarrollo de complicaciones vasculares. 
 
3. Los pacientes con DM2 tratados con metformina presentan una menor concentración 
de moléculas de adhesión celular en suero y una reducción de los marcadores de estrés 
oxidativo en sus leucocitos, que se asocia a una disminución de las interacciones 
leucocito-endotelio. Por lo tanto, el papel protector de la metformina sobre las 
complicaciones vasculares podría estar mediado, en parte, a través de estos 
mecanismos. 
 
4. El tratamiento con metformina modula el estrés oxidativo, la UPR y la autofagia en los 
leucocitos de pacientes con DM2. De forma que, en los leucocitos aislados de pacientes 
tratados con el fármaco, el descenso del estrés oxidativo, junto con un control del 
estrés de RE a través de las rutas de la UPR iniciadas por IRE1 y PERK, harían innecesario 
un incremento de la actividad autofágica. Por el contrario, en los leucocitos de 
pacientes no tratados con metformina, el aumento del estrés oxidativo y la activación 
de la vía de la UPR dependiente de ATF6, podrían aumentar la expresión de marcadores 






























1. The mitochondrial DNA haplogroup JT (in particular, the polymorphism m.4216T>C) is 
associated with a worse management of glucose in type 2 diabetic (T2D) patients, which 
contributes to a deterioration of renal function and may predispose patients to the 
development of diabetic nephropathy. 
 
2. Loss of glycaemic control in T2D patients is related to an imbalance in the expression of 
proteins involved in the mitochondrial dynamics of their leukocytes, which is 
accompanied by mitochondrial dysfunction and oxidative stress. As a result, leukocytes 
interact more frequently with the endothelium, thus accelerating the atherosclerotic 
process that can lead to the onset of vascular complications. 
 
3. T2D patients under metformin treatment present improvements in serum levels of 
adhesion molecules, and a reduction in oxidative stress in their leukocytes, which may 
be mediated by an inhibition of mitochondrial ROS production, an increase in GSH 
levels, and enhanced mRNA expression of GPX1 and SIRT3. Altogether, these beneficial 
effects of metformin may mediate a protective role against T2D-associated vascular 
complications by decreasing leukocyte-endothelium interactions in T2D patients. 
 
4. Metformin treatment modulates oxidative stress, the UPR, and autophagy in the 
leukocytes of T2D patients. Thus, a reduction in oxidative stress, together with an 
increase in the UPR pathways initiated by IRE1 and PERK, may block autophagy from 
occurring in the leukocytes of metformin-treated patients. In contrast, in leukocytes of 
patients not treated with metformin, the increase in oxidative stress and the activation 
of the ATF6-dependent branch of UPR may enhance the expression of autophagy 
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Abstract: The association between mitochondrial DNA (mtDNA) haplogroup and risk of type
2 diabetes (T2D) is undetermined and controversial. This study aims to evaluate the impact of
the main mtDNA haplogroups on glycaemic control and renal function in a Spanish population
of 303 T2D patients and 153 healthy controls. Anthropometrical and metabolic parameters were
assessed and mtDNA haplogroup was determined in each individual. Distribution of the different
haplogroups was similar in diabetic and healthy populations and, as expected, T2D patients
showed poorer glycaemic control and renal function than controls. T2D patients belonging to
the JT haplogroup (polymorphism m.4216T>C) displayed statistically significant higher levels of
fasting glucose and HbA1c than those of the other haplogroups, suggesting a poorer glycaemic
control. Furthermore, diabetic patients with the JT haplogroup showed a worse kidney function
than those with other haplogroups, evident by higher levels of serum creatinine, lower estimated
glomerular filtration rate (eGFR), and slightly higher (although not statistically significant) urinary
albumin-to-creatinine ratio. Our results suggest that JT haplogroup (in particular, change at position
4216 of the mtDNA) is associated with poorer glycaemic control in T2D, which can trigger the
development of diabetic nephropathy.
Keywords: type 2 diabetes mellitus; mitochondrial haplogroup; mtDNA; nephropathy;
glycemic control
1. Introduction
Type 2 diabetes (T2D) has become one of the most common metabolic diseases, with a rapid increase
in its prevalence over recent decades, representing an enormous cost to public health organisms. It is
obvious that environmental factors—such as diet and physical activity—play a key role in the pathogenesis
of T2D, but an emerging body of evidence suggests that genetic factors can play an important role in
the development and severity of T2D [1,2]. Therefore, characterization of new parameters that allow us
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to identify individuals at a high risk of developing T2D or to predict a poor prognostic of the disease
are likely to be of great use in clinical practice, for designing strategies for primary prevention and for
personalising treatments according to each specific condition.
Mitochondrial dysfunction is well known to be involved in the pathophysiology of T2D, as it
affects not only insulin secretion but also insulin resistance [3,4]. In this sense, genetic factors
such as mitochondrial DNA (mtDNA) variations may affect mitochondrial function and lead to
the development of diabetes [5]. For example, an mtDNA mutation at nucleotide m.3243A>G has
been described to cause maternally inherited diabetes and deafness [6,7]. Another relatively common
variant, mtDNA m.16189T>C, has been associated with an enhanced risk of type 2 diabetes in Asian [8]
and European [9] populations. Mitochondrial DNA haplogroups are defined by common variants
of single nucleotide point (SNP) mutations of the mtDNA that result in a division of the population
into discrete groups, each of which shares a common maternal ancestor. Although some studies
have suggested mitochondrial haplogroups are involved in the genetic susceptibility of T2D [10–12],
this connection is not altogether clear, as other authors have reported that haplogroups are unlikely to
play a role in the risk of developing this disorder [13,14].
Type 2 diabetes is characterised by inadequate metabolic control associated with subsequent micro-
and macro-vascular complications. Fasting plasma glucose levels indicate how efficiently glucose levels
are managed in the absence of dietary glucose, while glycated haemoglobin (HbA1c) provides information
regarding average blood glucose levels over the previous 8-12 weeks, thus representing an objective
measurement of glycaemic control [15]. An association between poor glycaemic control and enhanced risk
of microvascular complications, such as nephropathy, has been widely reported in diabetic patients [16,17].
Furthermore, some authors have suggested an effect of mtDNA haplogroups on the risk of developing
diabetic complications in T2D [11,18,19]. However, whether or not mitochondrial haplogroups are involved
in the glycaemic control of type 2 diabetic patients and the subsequent development of microvascular
complications, such as nephropathy, has not yet been studied.
In the present study, we assessed a Spanish population of 303 T2D patients and 153 healthy
controls with the aim of investigating differences in metabolic parameters and renal dysfunction
markers according to the main mitochondrial macro-haplogroups.
2. Experimental Section
2.1. Subjects
Our study population was composed of 303 T2D patients and 153 healthy volunteers recruited at
the Endocrinology and Nutrition Service of the University Hospital Dr. Peset (Valencia, Spain). T2D was
diagnosed according to the criteria of the American Diabetes Association 2017 [20] (fasting plasma glucose
≥126 mg/dL, or 2-h plasma glucose≥200 mg/dL after a 75 g oral glucose tolerance test, or HbA1C ≥6.5%,
or random plasma glucose≥200 mg/dL). Subjects who met any of the following criterion were excluded
from the study: history of cardiovascular disease (stroke, ischemic heart disease, peripheral vascular disease,
and chronic disease related to cardiovascular risk); severe disease including malignances, autoimmune,
inflammatory or infectious diseases; and abnormal haematological profile.
Written informed consent was obtained from all the participants before they participated in the
study. The study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration, and approved by the
Ethics Committee of the University Hospital Dr. Peset (Project identification code: 97/16).
2.2. Anthropometric and Biochemical Parameters
During the medical appointment, weight (kg), height (m), systolic and diastolic blood pressure
(SBP, DBP; mm Hg), and waist and hip circumference (cm) were measured in all the participants.
Body mass index (BMI; kg/m2) and waist-to-hip ratio (WHR) were then calculated.
Venous blood samples were collected in fasting conditions from both control and type 2 diabetic
subjects and centrifuged at 1500 × g for 10 min at 4 ◦C to obtain serum, in which levels of glucose,
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total cholesterol and triglycerides were determined by means of an automated enzymatic method using
a Beckman Synchron LX20 Pro analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). High-density lipoprotein
cholesterol (HDL-c) levels were measured using a direct method with a Beckman Synchron LX20
Pro analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c)
was calculated with Friedewald’s formula. Insulin was measured with an Immulite 1000 automated
immunoassay system (Siemens Healthcare SL, Madrid, Spain) and the homeostasis model assessment
index of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated to estimate insulin resistance using fasting
insulin and glucose levels: HOMA = [fasting insulin (μU/mL) × fasting glucose (mg/dL)]/405.
HOMA index was only calculated for patients not undergoing insulin therapy. Percentage of HbA1c
was measured by means of an automatic glycohemoglobin analyzer (Arkray Inc., Kyoto, Japan) and
high-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) levels were assessed with the Dade Behring Nephelometer
II Analyzer System using an immunonephelometric assay (Dade Behring, Deerfield, IL, USA).
Creatinine in serum and urine was determined by Jaffe’s reaction. Measurements of urinary albumin
concentrations were performed by turbidimetry with an Architect c-16000 autoanalyzer (Abbott, Lake Bluff, IL, USA).
Estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated by the CKD-EPI equation from serum creatinine [21].
2.3. Haplotyping
Total DNA was extracted from whole blood with the REALPURE “SSS” Kit (Durviz SL, Valencia, Spain)
and stored at−20 ◦C until analysis.
Mitochondrial haplogroups HV, JT and U were defined by the mtDNA polymorphisms m.7028C>T,
m.12308A>G, m.4216T>C and m.14766T>C [22]. These haplogroups encompass around 90% of the
Spanish population [23]. Samples revealing other haplogroups with low frequencies among the population
(those not classified as HV, JT or U) were grouped altogether and referred to as “Others”. Custom designed
Taqman®SNP genotyping assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were used to analyse mtDNA
genetic variants and samples were run in a Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The analysis consisted of a pre-read and post-read step of the plate of 30 s at 60 ◦C,
before and after the PCR cycle. The cycle conditions were 10 min at 95 ◦C, followed by 40 cycles of 15 s
at 95 ◦C and 1 min at 60 ◦C. Information on the haplogroups, dyes, probes and primers in each assay is
widely explained in Nogales-Gadea et al. [24]. For each genotype analysis, positive and negative controls
from different previously characterised mtDNA aliquots were used to ensure an adequate internal control.
2.4. Statistical Analysis
Results were processed using SPSS Software version 17.0 (SPSS Statistics Inc., Chicago, IL, USA)
for statistical analysis. Data in tables are presented as means ± standard deviation for normally
distributed data, medians (25th and 75th quartile) for non-normally distributed data, or percentage for
qualitative variables. Figures show mean and standard error of the mean. Potential differences between
haplogroups were analysed by ANOVA for normally distributed variables and the Kruskal-Wallis
test for non-normally distributed variables. When differences among groups were detected,
Student-Newman-Keuls or Dunn’s multiple-comparison post hoc test were applied, as appropriate.
Frequencies in T2D patients and control subjects were compared using the chi-square test. A Student’s
t-test was employed to evaluate differences between controls and type 2 diabetic patients. The effect
of possible covariates (such as age, sex, BMI or duration of diabetes) was analyzed with a univariate
general linear model. For all the tests, a two-tailed p < 0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Clinical Characteristics of the Study Population
Our observational study included 303 type 2 diabetic patients and 153 healthy controls.
Haplogroup distribution, and anthropometrical and inflammatory characteristics, as well as lipid
profile of the studied participants are shown in Table 1.
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Our cohort of healthy controls showed a haplogroup distribution similar to that reported in
a larger Spanish population by Dahmany et al. [23]. No differences were found in the distribution of
the different macro-haplogroups between control subjects and diabetic patients (p = 0.68). Although our
cohort of T2D patients was characterised by higher age and percentage of men with respect to the
control population (p < 0.001), when sub-classified by haplogroup, no differences were found in these
parameters among haplogroups in the diabetic population (p = 0.92 for age and p = 0.22 for male
percentage) and control subjects (p = 0.68 for age and p = 0.36 for male percentage). As expected,
T2D patients in total had higher body mass index (BMI), waist-to-hip ratio (WHR), systolic blood
pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), high-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) (p < 0.001)
than control subjects. Lipid profile in the diabetic patients showed typical characteristics of atherogenic
dyslipidemia, with elevated levels of triglycerides (p < 0.001 vs. control) and low levels of HDL-c
(p < 0.001 when compared to control subjects). The lower levels of total cholesterol (p = 0.001) and
LDL-c (p = 0.002) found in diabetic patients vs. controls were probably due to the fact that most of
the patients were being treated with antihyperlipidemic agents (Table 2). No statistically significant
differences in the studied parameters were detected according to haplogroup in the type 2 diabetic
population or the control group (see Table 1 for p-values).
Pharmacologic treatment of the type 2 diabetic patients included in this study is shown in
Table 2. No significant differences were observed between the percentages of patients treated with
hypolipidemic, antidiabetic, and antihypertensive agents (see Table 2 for p-values).
Table 2. Pharmacological treatment of the study’s cohort of type 2 diabetic patients.
HV JT U Others Total p-value
56.5 50.0 53.2 56.0 54.7 0.91
13.0 19.4 8.5 12.0 13.0 0.54
3.2 5.0 6.7 0.0 4.0 0.73
63.8 83.3 77.6 60.0 69.5 0.06
33.9 45.0 41.9 42.9 38.6 0.76
29.3 19.4 30.6 20.0 27.0 0.51
18.8 14.3 10.4 33.3 17.8 0.11
7.8 19.4 4.1 12.0 9.3 0.09
21.6 16.7 8.2 32.0 19.0 0.07











Antihypertensive (%) 45.2 43.2 49.0 48.0 46.0 0.95
Abbreviations: DPP-4, dipeptidil peptidasa-4; GLP-1, glucagon-like peptide-1.
3.2. Glucose Metabolism
First analysis performed was a comparison between T2D patients and controls as a whole,
without subdividing by haplogroup (Table A1). As expected, type 2 diabetic patients showed higher
levels of fasting glucose, HbA1c, fasting insulin and HOMA-IR index than control subjects (p < 0.001).
Differences between controls and subjects with T2D remained statistically significant after adjustment
for age, sex, and BMI (p < 0.001 for glucose, HbA1c and HOMA; p = 0.01 for insulin). Graphs showing
parameters related with glycaemic control and insulin resistance are plotted in Figure 1. Differences in
glucose, HbA1c, insulin, and HOMA between control subjects and T2D patients remained significant
after subdivided by haplogroup (p < 0.001 for glucose, HbA1c, and HOMA when comparing control
vs T2D belonging to haplogroups HV, JT, U, and Others. For insulin levels: p < 0.001 when comparing
control vs T2D in haplogroup HV; p < 0.01 in haplogroup JT; and p < 0.05 in haplogroups U and Others.
Differences in p-values found in the levels of insulin are attributable to differences in the sample size
between haplogroups).
Interestingly, diabetic patients with the JT haplogroup showed significantly higher levels of
fasting glucose (p = 0.001) and HbA1c (p = 0.007) compared to patients belonging to the other
haplogroups analysed (grey bars in Figure 1A,B). These differences remained statistically significant
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despite adjustments for duration of diabetes (p = 0.006 for fasting glucose and p = 0.002 for HbA1c).
Nevertheless, no differences were found in the levels of fasting insulin (p = 0.50) and HOMA-IR index
(p = 0.38) when T2D patients with different haplogroups were compared (grey bars in Figure 1C,D).
Control subjects did not reveal differences depending on haplogroup for any of the parameters related
with glycaemic control and insulin resistance (white bars in Figure 1; glucose: p = 0.70; HbA1c: p = 0.81;
insulin: p = 0.60; HOMA-IR: p = 0.83).
Figure 1. Glycaemic control and insulin resistance-related parameters in healthy controls and type 2
diabetic patients belonging to the main mitochondrial macro-haplogroups. (A) Serum levels of fasting
glucose (expressed as mg/dL); (B) Percentage of glycated haemoglobin (HbA1c) levels; (C) Serum
levels of fasting insulin (μUI/mL); (D) HOMA-IR index calculated as [fasting insulin (μU/mL) ×
fasting glucose (mg/dL)]/405. Only patients not treated with insulin therapy are included in the graphs
of fasting insulin and HOMA-IR. Grey bars show type 2 diabetic patients and white bars represent
controls. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 when compared controls vs. type 2 diabetic subjects.
Letters indicate significant differences among type 2 diabetic patients with different haplogroups
(p < 0.05) when compared by means of one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post-hoc
test (i.e., bars tagged with the same letter do not differ significantly from each other, while bars with
no letter in common are significantly different from each other (p < 0.05)). Abbreviations: HbA1c,
glycated haemoglobin; HOMA-IR, Homeostasis model assessment index of insulin resistance; T2D,
Type 2 diabetes.
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3.3. Renal Function
Type 2 diabetic patients, when analyzed as a whole, exhibited lower kidney function than
control subjects, expressed by higher serum creatinine concentrations (p < 0.001) and lower eGFR
(p < 0.001) (Appendix Table A1). Differences in eGFR between controls and patients remained when
adjusted by age, sex, and BMI (p = 0.04), whereas differences in creatinine levels were not longer
statistically significant after adjusting for age, sex, and BMI (p = 0.12). After subdivided by haplogroup,
differences between T2D patients and controls remained statistically significant only in haplogroups
HV (p < 0.001) and JT p < 0.05 for serum creatinine, and in haplogroups HV (p < 0.01), JT (p < 0.05),
and Others (p < 0.05) for eGFR. Differences in p-values found between the different haplogroups are
probably due to differences in the sample size.
In the case of T2D patients, those with the JT haplogroup showed a worse renal function than
patients belonging to HV, U, and Others haplogroups, manifested as significantly higher levels of
serum creatinine (grey bars in Figure 2A, p < 0.001) and lower eGFR (grey bars in Figure 2B, p = 0.01).
Differences between the JT group and all the other macro-haplogroups in creatinine levels and eGFR
did not change in the diabetic population after adjusting by duration of diabetes (p < 0.001 for creatinine
levels and p = 0.003 for eGFR). Control subjects did not reveal statistically significant differences in
kidney function according to haplogroups (white bars in Figure 2; p = 0.09 for creatinine and p = 0.27
for eGRF).
Figure 2. Assessment of renal function in healthy volunteers and type 2 diabetic patients subdivided
by mitochondrial haplogroup. (A) Concentrations of serum creatinine; (B) Levels of estimated
glomerular filtration rate (eGFR). White bars correspond to controls, while grey bars represent type
2 diabetic patients. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 in controls vs. type 2 diabetic subjects.
Letters indicate significant differences among type 2 diabetic patients with different haplogroups
(p < 0.05) when compared by means of one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post-hoc
test (i.e., bars tagged with the same letter do not differ significantly from each other, while bars with
no letter in common are significantly different from each other, (p < 0.05)). Abbreviations: eGFR,
estimated glomerular filtration rate; T2D, Type 2 diabetes.
In light of the above mentioned results, we also analyzed concentrations of urinary albumin
and creatinine in patients in whom said parameters were measured on the same day as blood was
extracted; namely, in a total of 106 type 2 diabetic patients (52 from the HV group, 16 from the JT
group, 26 from the U group, and 12 from the “Others” group). Urinary albumin-to-creatinine ratio
(mg/g) was slightly higher in the JT group (19.46 ± 17.54 mg/g) than in those belonging to the other
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haplogroups (HV: 12.55 ± 7.92 mg/g; U: 12.54 ± 8.73 mg/g; others: 12.49 ± 7.33 mg/g), although it
did not reach statistical significance in the one-way ANOVA test (p = 0.099).
4. Discussion
In the present study, we have performed a case-control study to explore the possible effects of the
main mitochondrial haplogroups on metabolic control and renal function in a Spanish population of
303 type 2 diabetic patients and 153 healthy controls. We have observed that T2D patients belonging
to the JT macrohaplogroup showed enhanced levels of fasting plasma glucose, HbA1c, creatinine,
and decreased eGFR when compared to patients from the other haplogroups (HV, U, and Others),
thus suggesting poorer metabolic control and renal function in T2D patients with the JT haplogroup.
Mitochondria are responsible for the cell’s energy supply through oxidative phosphorylation
(OXPHOS), and some of the proteins involved in this process are encoded in the mtDNA.
Given the importance of OXPHOS in insulin secretion [25,26], different genetic variants are potential
candidates for playing a role in the susceptibility to or protection against metabolic defects [13].
Mitochondrial haplogroups are clusters of phylogenetically related mtDNA haplotypes that might have
been selected during evolution to permit humans to adapt to famine or cold climates [27]. It has been
suggested that these mtDNA variants contribute to energy metabolism and, hence, may be associated
with metabolic diseases [28]. Crispim et al. [10] reported that the European-specific JT mitochondrial
haplogroup was associated with insulin resistance and type 2 diabetes in Caucasian-Brazilian
patients, as patients belonging to the JT cluster exhibited higher levels of HOMA-IR. In addition,
the J1 haplogroup is thought to be involved in susceptibility to type 2 diabetes among Caucasian
(Jewish) patients depending on family health history [29]. According to several studies performed in
Asian populations, individuals carrying haplogroup N9a are less susceptible to type 2 diabetes and
metabolic syndrome [30,31]. However, in spite of this evidence, the association between mitochondrial
haplogroups and type 2 diabetes is not clear, with many studies providing conflicting results or
failing to find significant associations [13,14,18,32]. Our results do not show a direct association of the
development of T2D with the main macro-haplogroups, as no differences were found in the frequencies
of each haplogroup between our diabetic and control populations. Interestingly, we found that patients
belonging to the JT cluster presented poorer glycaemic control and higher levels of fasting glucose and
HbA1c, than other patients, thus suggesting that said haplogroup is involved in the metabolism of
glucose in patients with T2D. Our findings are in agreement with those reported by Crispim et al. [10]
which described higher levels of HOMA-IR in patients with JT haplogroup, although no statistically
significant differences were found in our cohort of type 2 diabetic patients, probably because the size
of our sample was smaller than the sample size in the cited work.
Type 2 diabetes and inadequate glycaemic control are frequently associated with macro- and
micro-vascular complications. Whether or not mitochondrial haplogroups play a role in modulating the
development of T2D-related complications is a question that has been widely studied. Achilli et al. [18]
found an association of various mitochondrial haplogroups and increased risk of diabetic complications
in an Italian population: haplogroup H3 increased the probability of developing neuropathy;
haplogroup H was linked to retinopathy; and subjects harbouring V and U3 mtDNA showed
enhanced incidence of renal failure and nephropathy. In this context, it is worth pointing out
that diabetic nephropathy has been associated with specific mitochondrial haplogroups in several
studies; for instance, Feder et al. [33] reported a link with the J1 haplogroup in an Ashkenazi Jewish
population, while Niu et al. [11] reported a link with the N9a haplogroup in a Chinese population.
Our data are in accordance with an involvement of mitochondrial haplogroup in the development of
nephropathy, as our type 2 diabetic patients belonging to the JT haplogroup showed higher levels of
serum creatinine and lower levels of eGFR compared to patients belonging to the other haplogroups
analyzed. Interestingly, though not statistically significant, T2D patients harbouring the JT haplogroup
also presented a higher urinary albumin-to-creatinine ratio. Taken together, these results suggest T2D
patients with the JT haplogroup are likely to have impaired kidney function.
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The variant m.4216T>C, a key SNP for defining the JT macro-haplogroup [34], leads to
a non-synonymous amino acid change in the mtDNA MT-ND1 gene encoding NADH:Ubiquinone
oxidoreductase core subunit 1 (p.MT-ND1), one of the components of the mitochondrial respiratory
complex I. Electrons coming from glucose metabolism through glycolysis and the Krebs cycle are
principally stored in NADH for ATP production and oxygen reduction. It has been proposed that
hyperglycaemia can increase the production of the complex I substrate NADH [35]. Overproduction
of NADH leads to an electron pressure on the mitochondrial electron transport chain that drives
to an increase in electron leakage and the subsequent high production of reactive oxygen species
(ROS) [36,37]. As the major enzyme implicated in NADH recycling, mitochondrial complex I
impairment can lead to further increased levels of NADH [38], with the following enhancement
of ROS. Altogether these mechanisms will induce oxidative stress, which has been widely reported as
a central player in the development of insulin resistance, pancreatic β-cells dysfunction, and finally,
type 2 diabetes [39–41]. A recent study has demonstrated that pharmacological inhibition of
complex I of mitochondrial electron transport chain improves glucose homeostasis and ameliorates
hyperglycaemia [42]. Our findings bring us to hypothesize that variant m.4216T>C results in aberrant
activity of complex I that, under diabetic conditions, leads to poorer glycaemic control. For this reason,
we suggest that inhibitors of complex I—such as metformin and thiazolidinediones [43]—may be
adequate drugs for the treatment of T2D patients belonging to the JT haplogroup.
Both hyperglycaemia and excessive oxidative stress are well known to be involved in the
development of diabetic vascular complications [44,45], including microvascular complications
such as nephropathy [46]. The kidney is especially vulnerable to the damage produced by
hyperglycaemia-induced oxidative stress; in fact said damage has been suggested as an important
mechanism involved in the pathogenesis of tubular and glomerular abnormalities [46].
The present study has some limitations in terms of statistical power. We did not perform a previous
sample size estimation due to the lack of studies addressing the role of the haplogroups here studied
(HV, JT, U, and others) on metabolic control and renal function. However, we consider that our study
has enough power for reaching statistically significant differences among different haplogroups in the
diabetic population. Nevertheless, researches in larger populations will serve to confirm these results.
Together, this evidence leads us to hypothesize that the JT haplogroup (in particular, change at
position 4216 of the mtDNA) might result in a poorer glycaemic control in type 2 diabetic patients,
thus contributing to the development of diabetic nephropathy. Future studies with a larger sample size
would help to confirm our results and, if corroborated, haplogroup screening in recently diagnosed
T2D patients might be suggested as a way of predicting disease progression and choosing the most
adequate clinical treatment for avoiding macro and microvascular-associated complications.
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Appendix




p-value Age, Sex, and BMI
Adjusted p-value
89.04 ± 8.93 147.39 ± 50.87 <0.001 <0.001
5.28 ± 0.32 6.99 ± 1.32 <0.001 <0.001
7.84 ± 2.98 11.50 ± 5.91 <0.001 0.013
1.73 ± 0.76 4.21 ± 2.39 <0.001 <0.001






eGFR (mL/min/1.73 m2) 94.92 ± 9.93 89.39 ± 13.19 <0.001 0.04
Data are shown as mean ± SD. Abbreviations: BMI, body–mass index; eGFR, estimated glomerular filtration
rate; HbA1c, glycated haemoglobin; HOMA-IR: Homeostasis model assessment index of insulin resistance;
SD: standard deviation.
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NEWS & VIEWS
Are Mitochondrial Fusion and Fission Impaired
in Leukocytes of Type 2 Diabetic Patients?
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Abstract
Mitochondrial fusion/fission alterations have been evaluated in different tissues of type 2 diabetic (T2D)
patients. However, it is not known whether mitochondrial dynamics is disturbed in the leukocytes of T2D
patients and whether glycemic control affects its regulation. Anthropometric and metabolic parameters in 91
T2D patients (48 with glycated hemoglobin [HbA1c] <6.5% and 43 with HbA1c >6.5%) were characteristic of
the disease when compared with 78 control subjects. We observed increased reactive oxygen species production
in leukocytes from diabetic patients, together with a reduced mitochondrial oxygen consumption rate, especially
in poorly controlled patients. Mitochondrial fusion was reduced and fission was increased in diabetic patients,
and both features were accentuated in patients with poor glycemic control. Furthermore, leukocyte rolling flux
rose in parallel to HbA1c levels. The induction of leukocyte–endothelial interactions in diabetic patients was
related to reduced mitochondrial fusion and higher mitochondrial fission. Our findings suggest that mito-
chondrial dynamics could be influenced by glycemic control in leukocytes of diabetic patients, in which there is
decreased mitochondrial fusion and elevated fission related to enhanced leukocyte–endothelial interactions.
These findings lead to the hypothesis that poor glycemic control during T2D may alter mitochondrial dynamics
and could eventually promote leukocyte–endothelial interactions and the onset of cardiovascular diseases.
Antioxid. Redox Signal. 25, 108–115.
Introduction
Adequate glycemic control is the key for preventingthe cardiovascular complications associated with type 2
diabetes (T2D). Numerous studies suggest that T2D is closely
related to mitochondrial dysfunction and oxidative stress (5).
Mitochondria form a complex and dynamic network that
undergoes continuous cycles of fusion and fission events.
This phenomenon, known as mitochondrial dynamics, is a
quality control system that is crucial in maintaining a healthy
mitochondrial population and also a mechanism of adapta-
tion to cellular energetic demands. The core machinery for
mitochondrial fusion and fission processes consists of several
dynamin-related GTPases. Proteins involved in mitochon-
drial fusion include optic atrophy 1 (OPA1) and mitofusins, 1
(MFN1) and 2 (MFN2), and mitochondrial fission is mainly
orchestrated by fission protein 1 (FIS1) and dynamin-related
protein 1 (DRP1). The fusion process begins when mitofusins
anchored to the outer mitochondrial membranes on opposing
mitochondria interact with each other, then the outer mem-
branes fuse. Afterward, OPA1 induces inner membrane
tethering and fusion. During the fission process, DRP1 forms
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rings around mitochondria at fission sites, which are favored
after FIS1 and DRP1 interaction (9).
Alterations in the mitochondrial fission and fusion ma-
chinery are directly associated with mitochondrial dysfunc-
tion as fusion is necessary to allow functional mitochondria
to complement dysfunctional mitochondria. Furthermore,
mitochondrial networks have been reported to permit the
transmission of membrane potential from areas of high ox-
ygen availability to those with low oxygen levels to increase
ATP production (9). As metabolic diseases are associated
with defects in energy production and utilization, and mito-
chondria are the powerhouses of the cell, altered mitochon-
drial function represents a key pathophysiological feature of
metabolic diseases. In this sense, alterations in mitochondrial
fusion and fission processes have been detected in different
tissues during T2D (3).
The onset of atherosclerosis involves the recruitment of
leukocytes to the endothelium that begins when these cells
roll over the endothelial cells until coming to a halt, after
which they finally adhere firmly. In T2D, a potential role of
mitochondrial dynamics in the maintenance of endothelial
cell function has been postulated (8). However, leukocyte
mitochondrial dynamics has not been evaluated in T2D, nor
the influence of glycemic control on this process.
The aim of the current study was to evaluate mitochondrial
function and mitochondrial dynamics in leukocytes of T2D
patients, considering the degree of glycemic control and
comparing it with that in control subjects. In addition, the
potential regulation of leukocyte–endothelial interactions by
mitochondrial dynamics was evaluated.
Metabolic Parameters
We evaluated 91 T2D patients, divided into two groups
according to glycated hemoglobin (HbA1c) levels below and
higher than 6.5% (n= 48, n= 43, respectively), and compared
them with 78 control subjects (Table 1). Diabetic patients
exhibited greater weight, body–mass index (BMI), waist
circumference, waist-to-hip ratio (WHR), fasting glucose,
insulin, homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR), and HbA1c ( p < 0.001) than controls. Blood
Innovation
Mitochondrial function is altered in type 2 diabetes
(T2D), in part, due to altered mitochondrial dynamics.
Glycemic control is essential for preventing the T2D-
associated cardiovascular complications. However, there
are no studies that question whether glycemic control in-
fluences mitochondrial dynamics or the impact of these
disturbances on the increased leukocyte–endothelium in-
teractions observed in T2D patients. Our results suggest
that poor glycemic control may inhibit mitochondrial fu-
sion and enhance mitochondrial fission, highlighting
glycemic control in T2D as crucial to maintain a healthy
mitochondrial network. These changes in mitochondrial
dynamics may promote leukocyte–endothelium contact,
favoring the onset of cardiovascular disease.
Table 1. Anthropometric Parameters, Hydrocarbonated Metabolism Parameters, Lipid Profile,
and Inflammatory Markers of the Study Population
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Data are expressed as mean – standard deviation for parametric data or as median (25th and 75th percentiles) for nonparametric data.
Nonparametric data were log transformed for statistic analysis. One-way ANOVA with Tukey’s HSD post hoc test was used to compare
means of normally distributed samples. The chi-square test was used to compare proportions among groups.
HOMA-IR = fasting insulin (mU/ml) $ fasting glucose (mM)/22.5.
*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 with regard to controls and {{p< 0.01 and {{{p < 0.001 with respect to HbA1c <6.5% group using
one-way ANOVA with Tukey’s HSD post hoc test.
T2D, type 2 diabetes; BMI, body–mass index; WHR, waist-to-hip ratio; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure;
HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; HbA1c, glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein cholester-
ol; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein; ANOVA, analysis of variance; HSD, honestly
significant difference.
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pressure was also higher in T2D patients than in controls
( p < 0.01). T2D patients with poor glycemic control (HbA1c
>6.5%) showed increased glucose and insulin levels with
respect to well-controlled T2D patients (HbA1c <6.5%)
( p < 0.001 and p < 0.01, respectively) and therefore higher
HOMA-IR ( p < 0.001). The lipid profile of diabetic subjects
was characterized by higher triglyceride and lower high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-c) levels with respect to
controls ( p < 0.001). However, due to the lipid-lowering
treatment received by most of the T2D patients (62.5% were
taking statins and 5.8% ezetimibe), levels of total cholesterol
and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) were re-
duced ( p < 0.001). Inflammation, measured as high-sensitive
C-reactive protein (hs-CRP) levels, was also more pro-
nounced in diabetic patients versus controls ( p < 0.05).
Mitochondrial Function and Oxidative Stress
T2D patients exhibited lower leukocyte O2 consumption
rates than healthy subjects (Fig. 1A, p< 0.05). Leukocytes
from diabetic patients displayed enhanced levels of mito-
chondrial reactive oxygen species (ROS) (Fig. 1B, p < 0.01)
and total ROS (Fig. 1C, p < 0.05).
When evaluated separately according to HbA1c levels be-
low and higher than 6.5%, significant differences were spe-
cifically found in the O2 consumption rates of T2D patients
with HbA1c >6.5% (Fig. 1D, p< 0.01 with respect to controls,
p< 0.05 between HbA1c <6.5% and HbA1c >6.5% groups),
suggesting that impairedmitochondrial respiration is related to
poor glycemic control. Indeed, we found a negative correlation
between O2 consumption and HbA1c levels (r=-0.317;
p< 0.05). However, mitochondrial and total ROS levels in-
creased similarly in both groups of T2D patients regardless of
their glycemic control status (Fig. 1E, F).
Fusion and Fission Protein Expression
The expression of MFN1, MFN2, and OPA1, which are
implicated in mitochondrial fusion, was downregulated in
T2D patients when compared with the control group (Fig. 2A,
MFN1 p < 0.05; Fig. 2B, MFN2 p < 0.01; and Fig. 2C, OPA1
p < 0.01).
When data were split by HbA1c, we observed that MFN1
expression was specifically reduced in well-controlled dia-
betic patients (Fig. 2D, p< 0.05), whereas MFN2 levels were
specifically reduced in patients with HbA1c >6.5% (Fig. 2E,
p < 0.05). Decreases in the expression of OPA1 were ob-
served in both groups of diabetic patients, being more pro-
nounced in those presenting HbA1c values over 6.5%
(Fig. 2F, p < 0.05 in patients with HbA1c <6.5%, and p< 0.01
when HbA1c >6.5%).
Regarding fission proteins, we found higher expression of
FIS1 when T2D patients were compared with controls and a
similar expression of DRP1 in T2D and control subjects
(Fig. 3A, FIS1 p < 0.05; and Fig. 3B, DRP1). The differences
found in FIS1 seemed to be due to an increase in its ex-
pression in the patients with HbA1c >6.5% (Fig. 3C,
p < 0.05). Although DRP1 protein levels were increased in
patients with HbA1c >6.5%, there were no statistical differ-
ences between groups (Fig. 3D).
Leukocyte–Endothelium Interactions
When leukocyte–endothelium interactions were assessed
in controls and T2D patients, we observed a decrease in
FIG. 1. Mitochondrial function and oxidative stress in T2D patients compared with healthy subjects. n= 20 subjects
per group. (A) Leukocyte O2 consumption rates (measured as nmol/min per million cell and expressed as percentage
of control). (B) Mitochondrial ROS production (measured as Mitosox Red fluorescence and expressed as percentage of
control). (C) Total ROS production (measured as DCFH fluorescence and expressed as percentage of control). Effects of
HbA1c levels on (D) O2 consumption, (E) mitochondrial ROS, and (F) total ROS in well-controlled T2D patients (HbA1c
<6.5%), poorly controlled T2D patients (HbA1c >6.5%), and healthy subjects. *p < 0.05 and **p < 0.01 with regard to
controls and #p< 0.05 with regard to HbA1c <6.5% T2D patients using Student’s t-test or one-way ANOVA with Tukey’s
HSD post hoc test. ANOVA, analysis of variance; DCFH, dichlorodihydrofluorescein; HSD, honestly significant difference;
ROS, reactive oxygen species; T2D, type 2 diabetes.
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leukocyte rolling velocity (Fig. 4A, p< 0.001) and an in-
crease in leukocyte rolling flux and adhesion (Fig. 4B, C,
p < 0.001) in T2D patients.
No significant differences were found in leukocyte rolling
velocity between the two diabetic groups when separated by
HbA1c levels below and above 6.5% (Fig. 4D). However,
patients with higher levels of HbA1c showed higher leuko-
cyte rolling flux than those showing better glycemic control
( p < 0.05) (Fig. 4E). Leukocyte adhesion to the endothelium
was increased similarly in both diabetic groups (Fig. 4F).
Correlations
We explored potential correlations among fusion/fission
proteins, anthropometric/biochemical parameters, oxidative
stress determinations, and leukocyte–endothelium parameters.
We found that HbA1c levels correlated negatively with the
fusion proteins, MFN2 and OPA1 (r=-0.415, p< 0.05; r=
-0.525, p< 0.01, respectively), and positively with FIS1
(r= 0.342, p< 0.05). Systolic blood pressure (SBP) was posi-
tively correlated with FIS1 protein levels (r= 0.704, p< 0.01).
Interestingly, negative correlations were found between mi-
tochondrial O2 consumption and the fission proteins, FIS1 and
DRP1 (r=-0.571, p< 0.01; r=-0.441, p< 0.05, respectively).
Leukocyte rolling velocity correlated positively with
MFN1 (r = 0.502, p < 0.01) and OPA1 (r = 0.487; p< 0.05)
and negatively with FIS1 expression (r= -0.460, p < 0.01).
Furthermore, a negative correlation was found between leu-
kocyte adhesion and MFN1 (r =-0.498, p < 0.05) and DRP1
(r =-0.391, p < 0.05).
Hyperglycemia causes imbalances in the cellular redox state,
inducing vascular complications during T2D. In previous
studies, we have shown that mitochondrial dysfunction and
ROS production are present in the leukocytes of T2D patients
and are enhanced in patients with macro- and microvascular
complications (2, 7). In the present study, we confirm that in-
creased mitochondrial and total ROS production occurs in
leukocytes of T2D patients and that reduced mitochondrial O2
consumption is present specifically in thosewith poor glycemic
control (HbA1c >6.5%), suggesting that leukocyte mitochon-
drial function is altered during long-term exposure to glucose.
Indeed, it has been reported that mitochondrial respiration is
inversely correlated with HbA1c levels in diabetic individuals.
Mitochondrial function and redox balance are closely re-
lated to mitochondrial dynamics. Defects in the fusion/fission
machinery promote alterations in oxidative phosphorylation
due to loss of respiratory complex activity, reduced mem-
brane potential, and decreased O2 consumption (9). Our re-
sults indicate that mitochondrial fusion is reduced in the
leukocytes of T2D patients as MFN1, MFN2, and OPA1
protein levels are decreased. Intriguingly, MFN2 protein
levels fell specifically in poorly controlled patients and OPA1
levels seemed to drop even further in this group. Moreover,
we found a negative correlation between HbA1c and MFN2/
OPA1 protein levels, which indicates that loss of glycemic
control could inhibit mitochondrial fusion.
FIG. 2. Effect of T2D on mitochondrial fusion. n = 15 subjects per group. (A) Protein levels of MFN1 and representative
WB images of MFN1 and actin in T2D and healthy subjects. (B) Protein levels of MFN2 and representative WB images of
MFN2 and actin in T2D and healthy subjects. (C) Protein levels of OPA1 and representative WB images of OPA1 and actin
in T2D and control subjects. Effects of HbA1c level on the protein expression of (D) MFN1, (E) MFN2, and (F) OPA1 in
well-controlled T2D patients (HbA1c < 6.5%) and in T2D patients with poor glycemic control (HbA1c > 6.5%) compared
with healthy subjects. *p < 0.05 and **p < 0.01 with regard to controls using Student’s t-test or one-way ANOVA with
Tukey’s HSD post hoc test. MFN1, mitofusin 1; MFN2, mitofusin 2; OPA1, optic atrophy 1; WB, Western blot.
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FIG. 4. Evaluation of leukocyte–endothelium interactions in T2D patients and healthy subjects. n = 30 subjects per
group. (A) Leukocyte rolling velocity (measured as lm/s); (B) leukocyte rolling flux (expressed as cells/min); (C) leukocyte
adhesion (measured as cells/mm2). Effects of HbA1c levels on leukocyte rolling velocity (D), rolling flux (E), and adhesion
(F) in well-controlled T2D patients (HbA1c <6.5%) and in T2D patients with poor glycemic control (HbA1c >6.5%)
compared with healthy subjects. **p < 0.01 and ***p < 0.001 with regard to controls and #p< 0.05 with regard to HbA1c
<6.5% T2D patients using Student’s t-test or one-way ANOVA with Tukey’s HSD post hoc test.
FIG. 3. Evaluation of the relative
protein expression of mitochondrial
fission markers in T2D patients and
healthy subjects. n = 15 subjects per
group. (A) Protein levels of FIS1 and
representative WB images of FIS1 and
actin in T2D and healthy subjects. (B)
Protein levels of DRP1 and representa-
tive WB images of DRP1 and actin in
T2D and healthy subjects. Effect of
HbA1c levels on the protein expression
of (C) FIS1 and (D) DRP1 in well-
controlled T2D patients (HbA1c< 6.5%)
and in T2D patients with poor glycemic
control (HbA1c > 6.5%) compared with
healthy subjects.*p<0.05 with regard to
controls usingStudent’s t-test or one-way
ANOVA with Tukey’s HSD post hoc
test. DRP1, dynamin-related protein 1;
FIS1, fission protein 1.
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Previous research has revealed that MFN2 protein and
mRNA expression in the skeletal muscle of T2D patients is
reduced and is related to insulin resistance (1). Besides its
role in mitochondrial fusion and oxidative phosphorylation,
MFN2 is involved in Ca2+ signaling, amplification of apo-
ptotic signals, and the control of endoplasmic reticulum (ER)
morphology. In addition, disturbances in MFN2 expression
can also alter ER homeostasis and promote ER stress. In this
sense, Ngoh et al. showed that MFN2 is essential to the proper
temporal sequence of the ER stress response and that loss of
Mfn2 causes upregulation of the proapoptotic factor, C/EBP
homologous protein (CHOP) (4). Our present results are in
accordance with these findings since we observed reduced
levels of MFN2 in T2D patients with poor glycemic control,
while in a previous cohort of T2D patients, the poorly con-
trolled population displayed enhanced CHOP mRNA and
protein expression levels (6). Furthermore, OPA1, the main
orchestrator of inner mitochondrial membrane fusion, was
reduced in parallel to HbA1c levels in our T2D population,
with a strong negative correlation between OPA1 and HbA1c
levels, thus suggesting that mitochondrial fusion is compro-
mised during T2D, especially when patients are poorly con-
trolled, and highlighting that glycemic control in T2D is
crucial to maintain a healthy mitochondrial network.
Regarding the process ofmitochondrial fission, we observed
an increase of FIS1 protein levels in the leukocytes of T2D
patients, again specifically in poorly controlled T2D individ-
uals. DRP1 levels increase in the HbA1c >6.5% T2D group,
although not significantly. These results indicate that in addi-
tion to the inhibition of mitochondrial fusion during T2D,
mitochondrial fission is enhanced and chronic hyperglycemia
worsens this situation. In this context, an increase in mito-
chondrial fission has been described in other types of cells
under hyperglycemia, such as podocytes and endothelial cells.
We have previously reported that leukocyte–endothelial
interactions in T2D patients are increased and that HbA1c
levels, mitochondrial dysfunction, oxidative stress, and ER
stress are positively correlated with these increases (2, 6, 7).
The present study widens our perspective by revealing a direct
relationship between enhanced leukocyte–endothelium inter-
actions and altered mitochondrial dynamics, namely reduced
mitochondrial fusion and increased fission. Since ER stress and
mitochondrial fusion/fission alterations are closely related, we
believe that thesemolecular mechanisms are disturbed in T2D,
probably as a consequence of chronic hyperglycemia, as they
are enhanced during poor glycemic control. Consequently,
leukocytes interact more frequently with the endothelium,
which is likely to be a consequence of an increase in adhesion
molecule expression on their surface. In addition,we found that
enhancedmitochondrial fission positively correlatedwithSBP,
a cardiovascular risk factor, in our T2D population. We hy-
pothesize that changes in mitochondrial dynamics related to
T2D promote leukocyte recruitment to vascular walls, even-
tually favoring the onset of cardiovascular diseases (CVDs).
Further research is needed to clarify the potential relationship
between abnormal mitochondrial fusion/fission processes and
cardiovascular complications of T2D such as myocardial is-
chemia or peripheral artery disease, among others.
Whether glycemic control influences mitochondrial dy-
namics is a question that has never been addressed before.
Herein, we provide evidence that poorly controlled diabetes
represses mitochondrial fusion and promotes mitochondrial
fission. These disturbances are accompanied by mitochon-
drial dysfunction and oxidative stress, all of which influence
leukocyte–endothelial interactions. Overall, our findings
suggest that mitochondrial dysfunction and altered mito-
chondrial dynamics in leukocytes during T2D exacerbate
leukocyte–endothelium contact. Furthermore, they point to
the possibility that poor glycemic control of the disease en-
hances these processes and can accelerate the onset of CVD.
Notes
Subjects
Ninety-one T2D patients attending the Endocrinology and
Nutrition Service of the University Hospital Doctor Peset
(Valencia, Spain) and 78 voluntary controls adjusted by age
and sex were enrolled in this study. T2D was diagnosed ac-
cording to the American Diabetes Association’s criteria.
Subjects with any of the following conditions were excluded
from the study: autoimmune disease; history of CVD (in-
cluding ischemic heart disease, peripheral vascular disease,
stroke, and chronic disease related to cardiovascular risk);
presence of morbid obesity; or infectious, hematological,
malignant, organic, or inflammatory disease; and insulin
treatment. Diabetic patients were separated according to
HbA1c levels below and above 6.5%. This cutoff point has
been established in our hospital’s Endocrinology Department
based on the distribution of HbA1c levels for patients in our
clinical setting (University Hospital Dr. Peset, Valencia,
Spain). In accordance with the American Diabetes Associa-
tion, 6.5% cutoff point is associated with an inflection point
for microvascular complications of diabetes.
The study protocols were approved by the EthicsCommittee
of the University Hospital Doctor Peset and conducted ac-
cording to theHelsinkiDeclaration.All participants underwent
the process of informed consent required by these institutions.
Blood samples were collected in fasting conditions be-
tween 8 a.m. and 10 a.m. Subjects underwent an anthropo-
metric and analytical assessment, in which height (m), weight
(kg), BMI (kg/m2), waist and hip circumference (cm), and
systolic and diastolic blood pressure (SBP/DBP; mmHg)
were measured.
Biochemical determinations
Venous blood was collected from the antecubital vein and
centrifuged at 1500 g for 10min at 4C. By means of an enzy-
matic method, levels of glucose, total cholesterol, and triglyc-
erides were determined in serum. HDL-c levels were obtained
using a Beckman LX20 analyzer (Beckman Corp.) and LDL-c
contentwas calculatedwith Friedewald’s formula. Insulin levels
were determined by immunochemiluminescence, and insulin
resistance was estimated using HOMA-IR= [fasting insulin
(lU/ml) · fasting glucose (mg/dl)]/405). The percentage of
HbA1c was determined with an automatic glycohemoglobin
analyzer (Arkray, Inc.) and hs-CRP levels were assessed by an
immunonephelometric assay.
Cell isolation
Leukocytes were isolated from citrated blood samples that
were incubated with dextran (3%) for 45min. Supernatant was
collected, placed over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare), and
spun at 650 g for 25min at room temperature. Erythrocytes
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remaining in the pellet were lysed with lysis buffer for 5min at
room temperature and centrifuged at 240 g. The leukocyte
pellet was then washed and resuspended in Hanks’ balanced
salt solution (HBSS; Sigma Aldrich). Cells were counted with
a Scepter 2.0 cell counter (Millipore Iberica).
Measurement of O2 consumption and ROS production
Leukocyte suspensions were placed in a gas tight chamber
and O2 consumption was measured with a Clark-type O2
electrode (Rank Brothers) (6). Sodium cyanide (10-3 M) was
used to evaluate whether or not O2 consumption was mainly
mitochondrial (95–99%). The rate of O2 consumption was
calculated as nmol/min per million cells and expressed as a
percentage of the control.
ROS production was assessed by fluorometry using a
fluorescence microscope (IX81; Olympus) coupled with the
static cytometry software, ScanR (Olympus). Total ROS
production was measured in leukocytes incubated for 30min
with the 2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-
DA) fluorescent probe (5 · 10-6 M), and mitochondrial su-
peroxide was detected with the fluorescent probe, MitoSOX
(5 · 10-6 M, 30min). Nuclei were visualized with Hoechst
33342. Measures of fluorescence are referred to % of control.
Western blot analysis
Leukocyteswere lysed on ice for 15minwith cell lysis buffer
(20mM HEPES pH 7.5, 400mM NaCl, 20% glycerol, 0.1mM
EDTA, 10lM Na2MoO4, 0.5% NP-40, 1mM dithiothreitol),
and protein extraction was performed in the presence of a pro-
tease inhibitor mixture (10mM NaF, 1mM NaVO3, 10mM
PNP, 10mMb-glycerolphosphate). Protein concentrationswere
determined by a BCA protein assay (Thermo Scientific) after
15min of centrifugation. Protein samples (25lg) were resolved
on4–20%Mini-ProteanTGXStain-Free gels (Bio-Rad) and
transferred onto nitrocellulose membranes. After blocking,
membraneswere incubatedovernightwith primary antibodies at
4C. The primary antibodies used were anti-MFN1 (Millipore
Iberica), anti-MFN2 (Millipore Iberica), anti-OPA1 (Millipore
Iberica), anti-FIS1 (Millipore Iberica), anti-DRP1 (Abcam), and
anti-actin (Sigma Aldrich). Blots were incubated with the
secondary antibodies, horseradish peroxidase (HRP) goat anti-
mouse (Thermo Scientific) and HRP goat anti-rabbit (Milli-
pore Iberica), and were developed for 2min with ECL plus
reagent (GE Healthcare) or Supersignal West Femto (Thermo
Scientific). Visualization was by means of a Fusion FX5 ac-
quisition system (Vilbert Lourmat). The signalswere analyzed
and quantified by densitometry using Bio1D software (Vilbert
Lourmat).
Leukocyte–endothelium interaction assay
Adhesion assays under flow conditions were carried out
using a parallel plate flow chamber in vitro model as previ-
ously described (6). We employed coverslips with confluent
human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) monolayers
to perform the adhesion assays. These coverslips were inserted
in the bottom plate of the flow chamber so that a 5· 25mm
portion of the endothelial cells was exposed, and the flow
chamber was mounted on an inverted microscope (Nikon
Eclipse TE 2000-S) connected to a camera. Leukocyte sus-
pensions were drawn across the HUVEC monolayer at a flow
rate of 0.36ml/min. Real-timemicroscopic images of the flow-
exposed monolayer were recorded for 5min and examined.
Leukocyte rolling velocity, flux, and adhesion were calculated
as described elsewhere (6). Tumor necrosis factor alpha
(10 ng/ml, 4 h) was used as a positive control for HUVECs and
platelet-activating factor (1lM, 1 h) for leukocytes.
Data analysis
The data were collected and managed using SPSS 17.0. To
compare controls and T2D patients, data were analyzed by
unpaired Student’s t-test. TG and hs-CRP were normalized
by log transformation before analysis. Chi-square was em-
ployed to compare proportions. We also evaluated the T2D
population divided by HbA1c percentages below and above
6.5% by means of one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey’s honestly significant difference post hoc
test. Correlations were calculated using Pearson’s correlation
coefficient. Values in Table 1 are reported as mean – standard
deviation for parametric data and median and 25th and 75th
percentiles for nonparametric data. In graphs, data are ex-
pressed as mean – standard error of the mean. In all tests,
p-values <0.05 were considered to be significant.
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DBP¼ diastolic blood pressure
DCFH-DA¼ dichlorodihydrofluorescein diacetate
DRP1¼ dynamin-related protein 1
ER¼ endoplasmic reticulum
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HDL-c¼ high-density lipoprotein cholesterol
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resistance
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hs-CRP¼ high-sensitive C-reactive protein
HSD¼ honestly significant difference
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NEWS & VIEWS
Does Metformin Protect Diabetic Patients from Oxidative
Stress and Leukocyte-Endothelium Interactions?
Noelia Diaz-Morales,1 Susana Rovira-Llopis,1 Celia Bañuls,1 Sandra Lopez-Domenech,1
Irene Escribano-Lopez,1 Silvia Veses,1 Ana Jover,1 Milagros Rocha,1,2
Antonio Hernandez-Mijares,1,3 and Victor M. Victor1,2,4
Abstract
Since metformin can exert beneficial vascular effects, we aimed at studying its effect on reactive oxygen species
(ROS) production, antioxidant enzyme expression, levels of adhesion molecules, and leukocyte-endothelium
interactions in the leukocytes from type 2 diabetic (T2D) patients. The study was carried out in 72 T2D patients
(41 of whom were treated with metformin for at least 12 months at a dose of 1700mg per day), and in 40 sex-
and age-matched control subjects. Leukocytes from T2D patients exhibited enhanced levels of mitochondrial
ROS and decreased mRNA levels of glutathione peroxidase 1 (gpx1) and sirtuin 3 (sirt3) with respect to
controls, whereas metformin was shown to revert these effects. No changes were observed on total ROS
production and the expression levels of superoxide dismutase 1 and catalase. Furthermore, increases in
leukocyte-endothelial interactions and intercellular adhesion molecule-1 and P-selectin levels were found in
T2D and were also restored in metformin-treated patients. Our findings raise the question of whether metformin
could modulate the appearance of atherosclerosis in T2D patients and reduce vascular events by decreasing
leukocyte oxidative stress through an increase in gpx1 and sirt3 expression, and undermining adhesion molecule
levels and leukocyte-endothelium interactions. Antioxid. Redox Signal. 27, 1439–1445.
Keywords: metformin, type 2 diabetes, oxidative stress, leukocyte-endothelium interactions, mitochondria,
atherosclerosis
Introduction
Type 2 diabetes (T2D) has become one of the most im-portant health concerns in developed countries. Although
insulin resistance (IR) is the central causal process of T2D,
the mechanisms relating IR and T2D are not yet fully un-
derstood. T2D is also associated with an enhanced infiltration
of leukocytes and an exacerbated oxidative stress (1, 8).
Oxidative stress occurs when the balance between reac-
tive oxygen species (ROS) production and the antioxi-
dant system capacity is disrupted. ROS production plays a
key role in the etiology of IR in the leukocytes of diabetic
patients (4). Moreover, antioxidant enzymes such as su-
peroxide dismutase 1 (SOD1), catalase (CAT), glutathione
peroxidase 1 (GPX1), and sirtuin 3 (SIRT3), which are
1Service of Endocrinology and Nutrition, University Hospital Doctor Peset, Foundation for the Promotion of Health and Biomedical
Research in the Valencian Region (FISABIO), Valencia, Spain.
2CIBERehd–Department of Pharmacology, University of Valencia, Valencia, Spain.
Departments of 3Medicine and 4Physiology, University of Valencia, Valencia, Spain.
Innovation
Metformin is known to exert beneficial effects on the
vasculature. However, there are no studies that question the
impact of this drug on the interactions between leukocytes
and endothelium in type 2 diabetic patients, a key step in the
beginning of the atherosclerotic process. The present study
suggests that metformin can modulate the development of
atherosclerosis by reducing mitochondrial impairment, ad-
hesion molecule expression, and leukocyte-endothelium
contact. In this way, metformin could potentially prevent the
onset of atherosclerosis and, hence, cardiovascular disease.
ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING
Volume 27, Number 17, 2017
ª Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/ars.2017.7122
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needed for detoxifying the reactive intermediates, have
been seen to be modified in T2D.
During the development of T2D, a low-grade systemic
inflammatory response occurs due, at least in part, to hy-
perglycemic effects on different tissues and cells such as
white blood cells (8). The nuclear transcription factor NF-jB
is activated under these conditions, especially when there is
IR. In this chronic inflammatory state, inflammatory cells
such as leukocytes can be damaged by hyperglycemia, and
these actions increase the risk of infection by undermining
innate immune function.
T2D patients have shown a high prevalence of endothelial
dysfunction, which is a crucial feature of the initiation of the
atherosclerotic process and is related to IR and cardiovas-
cular disease. In the early stages of atherosclerosis, activated
leukocytes roll along the wall of these inflamed vessels and
finally adhere and transmigrate. Endothelial recruitment of
leukocytes is mediated by adhesion molecules that are ex-
pressed on either endothelial or white blood cells. Adhesion
molecules that are implicated in the atherogenic process in-
clude intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), and selectins.
Metformin, a biguanide that acts as an insulin sensitizer,
has long been used in the treatment of T2D due to its glucose-
lowering properties. This drug increases insulin-stimulated
glucose uptake in adipocytes and skeletal muscle, thus re-
ducing hyperglycemia and improving IR. Metformin has
been described to exhibit antioxidant and anti-inflammatory
effects in T2D patients (7). Moreover, it improves endothelial
function in patients with T2D or metabolic syndrome (5).
Different studies have highlighted the importance of hy-
perglycemia and IR in enhanced ROS production by peripheral
blood leukocytes, the decrease of antioxidant enzyme activi-
ties, the increase of proinflammatory cytokines, and a rise in
the number of leukocyte-endothelium interactions (1, 4, 8).
Nevertheless, we wonder whether metformin treatment pro-
tects T2D patient leukocytes from oxidative stress by regulat-
ing ROS production and antioxidant enzyme expression, and
whether this drug modulates leukocyte-endothelium interac-
tions and adhesion molecule expression in T2D patients.
Results
Anthropometric and metabolic parameters
The present study analyzed 40 healthy subjects and 72
T2D patients (41 of whom were taking metformin as their
main antidiabetic treatment and 31 of whom were treated
with other oral antidiabetic drugs or were drug naı̈ve). An-
thropometric and metabolic characteristics of the study
population are shown in Table 1. No statistical significances
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GLP-1 agonists 9.7 17.1 ns
Values are expressed as mean – standard deviation for parametric data, and median (25th–75th percentiles). For parametric data,
comparisons between groups were made with one-way ANOVA followed by a Newman-Keuls multiple-comparison post hoc test;
nonparametric data were compared by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. Proportions between groups were compared by the chi-
square test. Analysis of covariance was performed with a univariate general linear model by using BMI as a covariate. *p < 0.05, **p < 0.01,
and ***p < 0.001 with respect to control; #p < 0.05 with respect to non-metformin-treated T2D.
ANOVA, analysis of variance; BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; DPP-4, dipeptidyl peptidase 4; GLP-1, glucagon-
like peptide; HbA1c, glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of
insulin resistance; hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; SBP, systolic blood pressure;
T2D, type 2 diabetes.
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were observed among the groups with respect to percentage
of men, age, and diastolic blood pressure (DBP). Both T2D
groups of patients had a higher weight ( p < 0.05 in T2D
without metformin and p< 0.001 in T2D with metformin),
body mass index (BMI) ( p < 0.01 in T2D without metformin
and p < 0.001 in T2D with metformin), waist circumference
( p < 0.001 in both T2D groups), and systolic blood pressure
(SBP) ( p < 0.05 for both T2D groups) than control subjects,
and patients treated with metformin had higher waist cir-
cumference than those not treated with metformin ( p < 0.05).
Analysis of glucose metabolism revealed an increase in
fasting glucose levels ( p < 0.001 in both T2D groups), fasting
insulin levels ( p < 0.05 in T2D without metformin and
p < 0.001 in T2D with metformin), homeostasis model as-
sessment of insulin resistance (HOMA-IR) ( p < 0.05 in T2D
without metformin and p< 0.001 in T2D with metformin),
and HbA1c ( p < 0.001 in both T2D groups) with respect to
controls. The lipid profile of T2D patients showed lower
levels of total, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c)
and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) ( p< 0.001
in both groups) than in controls. No significant differences in
the levels of triglycerides were found between groups. T2D
patients exhibited higher levels of C-reactive protein (CRP,
p < 0.001 for both groups) than control subjects.
As T2D patients had a higher BMI than controls, the data
were adjusted for BMI. Nevertheless, the differences be-
tween groups remained, with the exception of those of SBP
and CRP, which were no longer significant.
Oxidative stress
Total and mitochondrial ROS production, as well as the
mRNA expression levels of the antioxidant enzymes super-
oxide dismutase 1 (sod1), catalase (cat), glutathione peroxi-
dase 1 (gpx1), and sirtuin 3 (sirt3) were measured to assess
oxidative stress in the leukocytes of the studied subjects, and
these are shown in Figure 1. Both metformin- and non-
metformin-treated T2D patients showed higher levels of total
ROS than control subjects ( p< 0.05, Fig. 1A). In addition, an
increase in mitochondrial ROS production was observed in
both groups of T2D patients ( p< 0.001 in non-metformin-
treated group, and p< 0.05 in metformin-treated group,
Fig. 1B) with respect to controls; however, patients treated
with metformin presented statistically significant lower levels
of mitochondrial ROS than those not treated with the drug
( p< 0.001, Fig. 1B). Regarding antioxidant enzymes, the
expression of gpx1 and sirt3 was reduced in non-metformin-
treated T2D patients with respect to control subjects ( p< 0.05
and p< 0.001, respectively, Fig. 1E, F); interestingly, those
metformin-treated T2D patients presented significantly higher
expression levels of both antioxidant enzymes when com-
pared with the metformin-treated group ( p< 0.01). No sig-
nificant differences were found in the expression of sod1 and
cat between T2D patients and the control group (Fig. 1C, D).
Leukocyte-endothelium interactions
Non-metformin-treated T2D patients displayed reduced
levels of leukocyte rolling velocity ( p < 0.001, Fig. 2A) and
enhanced levels of leukocyte rolling flux and adhesion
( p < 0.001, Fig. 2B, C, respectively) with respect to control
subjects. Interestingly, leukocyte rolling velocity was in-
creased ( p < 0.05, Fig. 2A) and rolling flux ( p< 0.001) and
adhesion ( p < 0.01) decreased in metformin-treated patients
with respect to non-metformin-treated subjects.
Adhesion molecules
The adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, and P-Selectin
were measured to determine a possible mechanism by which
metformin treatment reduces leukocyte-endothelium interac-
tions (Fig. 3). Non-metformin-treated T2D patients showed a
peak in the levels of ICAM-1 ( p< 0.01, Fig. 3A) and P-Selectin
( p< 0.05, Fig. 3C) when compared with controls. Metformin
reduced ICAM-1 levels (Fig. 3A, p< 0.05), and a downward
trendwas observed in the levels of P-selectin (Fig. 3C, p= 0.08)
in metformin-treated patients with respect to those not receiv-
ing the drug. No significant differences were found in serum
levels of VCAM-1 among the three study groups (Fig. 3B).
Discussion
The present study has evaluated the effects of metformin
treatment on total ROS production, mitochondrial ROS,
mRNA expression levels of sod1, cat, gpx1, and sirt3,
leukocyte-endothelium interactions, and adhesion mole-
cules in T2D patients. Metformin- and non-metformin-
treated T2D patients showed similar glycemic status, as
manifested by HbA1c levels.
We show that metformin-treated T2D patients exhibit a
decrease in mitochondrial ROS production, an increase in
mRNA expression levels of gpx1 and sirt3, and reduced
leukocyte-endothelium interactions (reduced leukocyte roll-
ing flux and adhesion, and increased leukocyte rolling ve-
locity), and serum levels of ICAM-1 and P-selectin with
respect to non-metformin-treated T2D patients.
T2D is related to different cardiovascular risk factors, such
as excess weight and/or obesity, hypertension, hyperglyce-
mia, IR, and dyslipidemia. Metformin has been shown to
have beneficial effects by decreasing the progression of T2D
in patients with impaired glucose tolerance. This drug has
also demonstrated beneficial effects on lipoprotein subfrac-
tions by decreasing LDL and reducing the risk of athero-
genesis (2). Nevertheless, little is known about the effect of
metformin treatment on leukocyte oxidative stress, as well as
on the leukocyte-endothelium interactions and adhesion
molecule expression in T2D patients.
The atherosclerotic process and oxidative stress are related
to leukocyte recruitment to the arterial wall, processes that
contribute to the development of vascular diseases. In this line,
the aim of the present study was to assess the possible bene-
ficial effects of metformin treatment on the initial steps of the
atherosclerotic process in T2D patients by using a model that
allows leukocyte-endothelium interactions to be evaluated.
This model reproduces the leukocyte rolling and adhesion
processes that take place during the in vivo inflammatory focus
generation. It has been widely employed to study the different
steps implicated in interactions between leukocytes and the
endothelium, as it allows possible alterations to be detected
and potential mechanisms of action to be identified (4).
Our metformin-treated T2D patients showed an improved
subclinical atherosclerotic marker profile with respect to
patients not treated with metformin, as seen by a significant
decrease of oxidative stress (reduced mitochondrial ROS
levels, probably as a consequence of increased expression of
antioxidant enzymes gpx1 and sirt3), leukocyte-endothelium
1441
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interactions, and ICAM-1 serum levels, which, in turn, might
prevent the development of an atherogenic process. Fur-
thermore, the adhesion molecule P-selectin, which was in-
creased in the patients not treated with metformin, was also
slightly reduced ( p= 0.08) in the metformin-treated group.
Our results are in accordance with previous studies
showing that metformin exerts antioxidant effects by de-
creasing ROS from different sources, including NAD(P)H
oxidase and mitochondria (6). Understanding the mecha-
nisms by which metformin decreases mitochondrial ROS
levels is important as ROS are implicated in the pathogenesis
of atherosclerotic vascular disease. Our study demonstrates
that metformin might exert its beneficial antioxidant mech-
anisms by modulating the expression of gpx1 and sirt3, but
not cat or sod1. SIRT3 is an NAD+-dependent deacetylase
specifically located in the mitochondria that, when over-
expressed, reduces ROS production in several tissues. For
this reason, we postulate that metformin might enhance the
mRNA expression of sirt3, leading to a reduction of mito-
chondrial ROS production. At the same time, this drug might
also increase the expression of the cytoplasmatic selenopro-
tein gpx1, thus protecting leukocytes against oxidative stress
by a reduction of hydroperoxides.
Metformin has been postulated to contribute to endothelial
protection in a way that is mediated by improved endothelium-
dependent vascular responses (5). This drug has been shown
FIG. 1. Evaluation of oxidative stress (ROS production and mRNA expression of antioxidant enzymes) in T2D
patients with and without metformin treatment and healthy control subjects. n = 15 samples per group. (A) Total ROS
production measured as arbitrary units of DCFH fluorescence. (B) Mitochondrial ROS production measured as arbitrary
units of Mitosox Red fluorescence. Relative mRNA expression of (C) sod1, (D) cat, (E) gpx1, and (F) sirt3. *p< 0.05 and
***p< 0.001 with respect to control; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 with respect to non-metformin-treated T2D, by using one-
way ANOVA with a Student-Newman-Keuls multiple-comparison post hoc test. ANOVA, analysis of variance; cat,
catalase; DCFH, dichlorodihydrofluorescein; gpx1, glutathione peroxidase 1; ROS, reactive oxygen species; sirt3, sirtuin 3;
sod1, superoxide dismutase 1; T2D, type 2 diabetes.
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to reduce/reverse the impact of hyperglycemia on endothe-
lial function in aortic tissue and microvascular endothelial cells
by increasing phosphorylation of eNOS and Akt. At the mo-
lecular level, a recent study concluded that metformin exerts
its cardiovascular protective effect by reducing the activity
of poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) via the AMP-
activated protein kinase (AMPK)-PARP1 cascade (9). All these
findings suggest that metformin has beneficial effects by im-
peding the atherosclerotic process and, consequently, cardio-
vascular events.
Soluble adhesion molecules, such as E-selectin, VCAM-1,
and ICAM-1, are expressed by endothelial cells and leu-
kocytes in response to inflammation. These molecules are
key markers of endothelial activation, as they participate
directly in the recruitment of leukocytes to the site of in-
flammation. In fact, impairment of endothelial activation is
related to increased susceptibility to infection and, there-
fore, morbidity. Several studies have described increased
levels of adhesion molecules and proinflammatory cytokines in
T2D patients (4, 8). Our data confirm that both P-selectin and
ICAM-1 expression levels are upregulated in T2D populations,
thus implying an etiological role of endothelial dysfunction in
the pathogenesis of T2D. Interestingly, we have observed that
metformin-treated T2D patients present decreased levels of
ICAM-1 and slightly declined P-selectin levels ( p= 0.08) with
respect to non-metformin-treated T2D subjects, which are in
accordance with a reduction in leukocyte-endothelium inter-
actions in the metformin-treated group. In fact, it has been
reported that metformin inhibits the activation of NF-jB in
human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) exposed to
inflammatory cytokines, thus reducing the expression of genes
that encode adhesion and proinflammatory molecules (3).
In conclusion, our data support the beneficial effects of
metformin on oxidative stress, endothelial function, and
leukocyte-endothelium interactions, which suggest that they
might prevent the vascular damage and development of an
atherogenic process in T2D. Future studies should evaluate
whether treatment with insulin sensitizers, such as metfor-
min, can improve cardiovascular function in T2D.
Notes
Subjects of the study and sample collection
The present work is an observational study of 72 T2D
patients recruited at the Endocrinology and Nutrition De-
partment of the University Hospital Doctor Peset (Valencia,
Spain) and 40 healthy volunteers. In the diabetic group, 41
patients were taking metformin as their main antidiabetic
treatment (at a dose of 1700mg for at least 12 months) and
31 patients were not taking metformin. All subjects were
informed before signing a written consent form, and the
protocols followed were approved by the Ethics Committee
of the University Hospital Doctor Peset and conducted in
accordance with the Helsinki Declaration. T2D was diag-
nosed by following the American Diabetes Association’s
criteria (fasting glycemia ‡126mg/dl on at least two
FIG. 3. Evaluation of soluble adhesion molecules in the serum of T2D patients with and without metformin
treatment and healthy control subjects. n = 30 samples per group. (A) ICAM-1 levels, (B) VCAM-1 levels, and (C) P-
Selectin levels expressed as ng/ml. *p < 0.05 and **p < 0.01 with respect to control; #p < 0.05 with respect to non-metformin-
treated T2D, by using one-way ANOVA with a Student-Newman-Keuls multiple-comparison post hoc test. ICAM-1,
intercellular adhesion molecule 1; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.
FIG. 2. Assessment of leukocyte-endothelium interactions in T2D patients with and without metformin treatment
and healthy control subjects. n= 25 subjects per group. (A) Leukocyte rolling velocity expressed as lm/s. (B) Leukocyte
rolling flux measured as cells/min. (C) Leukocyte adhesion expressed as cells/mm2. ***p < 0.001 with respect to control;
#p< 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 with respect to non-metformin-treated T2D, by using one-way ANOVA with a
Student-Newman-Keuls multiple-comparison post hoc test.
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occasions, or glycemia 2 h after 75 g glucose oral load of
‡200mg/dl, or HbA1c ‡6.5%). Subjects with any of the
following conditions were excluded from the study: auto-
immune disease; history of cardiovascular disease (including
ischemic heart disease, peripheral vascular disease, stroke,
and chronic disease related to cardiovascular risk); presence
of morbid obesity; or infectious, hematological, malignant,
organic, or inflammatory disease and insulin treatment.
Blood samples were taken in fasting conditions during a
routine blood extraction and anthropometric parameters—
weight (kg), height (m), waist circumference (cm), and SBP
and DBP (mmHg)—were measured.
Biochemical parameters and adhesion molecules
Blood was extracted from the antecubital vein in serum
separator tubes and centrifuged at 1500 g for 10min at 4C.
Serum was collected and analyzed for glucose, total choles-
terol, and triglyceride levels by using an enzymatic method.
A Beckman LX20 analyzer (Beckman Corp., CA) was em-
ployed to quantify HDL-c levels, and Friedewald’s formula
was used to calculate LDL-c content. Insulin levels were
obtained by an immunochemiluminescence assay (Abbott,
IL), and HOMA-IR index [fasting insulin (lU/ml) · fasting
glucose (mg/dl)/405] was calculated to estimate IR. An au-
tomatic glycohemoglobin analyzer (Arkray, Inc., Kyoto, Ja-
pan) and an immunonephelometric assay were used to
determine the percentage of glycated hemoglobin (HbA1c)
and the levels of high-sensitive C-reactive protein, respec-
tively. ICAM-1, VCAM-1, and P-Selectin adhesion mole-
cules were measured with XMAP technology by using a
Luminex 200 flow analyzer device (Austin, TX).
Leukocyte isolation
Blood samples collected in heparinized tubes were incubated
with 1:2 volumes of dextran solution (3% in NaCl 0.9%)
(SigmaAldrich,MO) for 45min. The supernatant was carefully
placed over Ficoll-Hypaque (GEHealthcare, Uppsala, Sweden)
and then centrifuged at 650 g for 25min. Pellets containing
leukocytes were incubated with lysis buffer for 5min to lyse
remaining red blood cells and were then centrifuged at 240 g.
After discarding supernatants, leukocytes were washed, re-
suspended in HBSS buffer (Sigma Aldrich, MO), and counted.
ROS production
Isolated leukocytes were incubated with 5lM 2¢,7¢-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) and
MitoSOX fluorescent probes (Thermo Fisher Scientific, MA)
for 30min to measure total ROS and mitochondrial super-
oxide production, respectively, by using a fluorescence mi-
croscope (IX81; Olympus, Hamburg, Germany) coupled with
the static cytometry software ‘‘ScanR’’ (Olympus, Hamburg,
Germany). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (Sigma
Aldrich, MO), and results were expressed as % of the control.
mRNA expression levels
The GeneAll Ribospin Total RNA extraction kit
(Geneall Biotechnology, Hilden, Germany) was used to obtain
total RNA from leukocytes by following the manufacturer’s
instructions. The amount and purity of RNA was assessed by
using a NanoDrop 200c spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific,Waltham,MA).OnemicrogramofRNAwas reverse
transcribed into cDNA by using RevertAid first-strand cDNA
synthesis kit (Thermo Scientific, Waltham, MA). RT-qPCRs
using 1ll of cDNA and the KAPA SYBR FAST universal
mastermix (KAPABiosystems,MA)were performed in a 7500
Fast RT-PCR system (Life Technologies, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA). Primer sequences and protocol details
are described in Table 2. Relative quantification was performed
according to the comparative 2-DDCt method by using Expres-
sion Suite software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
Leukocyte-endothelium interaction assays
HUVECs were obtained from fresh umbilical cords by
treating the veins with collagenase (1mg/ml in phosphate-
buffered saline; Thermo Fisher Scientific, MA) for 17min.
HUVEC primary cultures were grown over fibronectin-coated
plastic coverslips (Sigma Aldrich, MO) and incubated with
complete EMB-2 culture medium (Lonza, Basel, Switzerland).
Once a confluent monolayer had been obtained, the cultures
were placed in a flow chamber (Glycotech, MD) so that an area
of 5· 25mm was exposed. The flow chamber was mounted on
an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 2000-S), and leu-
kocyte suspensions (106 cells/ml) were drawn across the HU-
VEC monolayer (0.36ml/min) whereas real-time microscope
recordings were performed during 5-min periods. The videos
were then analyzed and leukocyte rolling velocity, rolling flux,
and adhesion were calculated as previously described (4). We
used Tumor Necrosis Factor-a (TNFa 10 ng/ml, 4 h; Sigma
Aldrich, MO) as a positive control for HUVEC and platelet-
activating factor (1lM, 1 h; Sigma Aldrich, MO) as a positive
control for leukocytes.
Data analysis
The statistics software SPSS 17.0 was employed for data
analysis. Values shown in the table are mean– standard devia-
tion for parametric data, and median (25th–75th percentiles)
for non-parametric data; whereas the bars in the figures are
mean– standard error of the mean. Comparisons between the
three study groups for parametric data were made with one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by a Newman-Keuls
Table 2. Sequences of the Primers Used
and Details of the RT-PCR Protocol
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multiple-comparison post hoc test, and with Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s test for nonparametric data. Proportions be-
tween groupswere compared by the chi-square test. The potential
influence of BMI on the parameters shown in the table was
minimized by an analysis of covariance. Changes in blood pres-
sure, serum lipid, andbiochemical parameterswere analyzedwith
an univariate general linear model using BMI as a covariate.
Significant differences were considered when p<0.05.
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Abbreviation Used
ANOVA¼ analysis of variance
BMI¼ body mass index
CRP¼C-reactive protein
DBP¼ diastolic blood pressure
DCFH-DA¼ 2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetate
GPx1¼ glutathione peroxidase 1
HbA1c¼ glycated hemoglobin
HDL-c¼ high-density lipoprotein cholesterol
HOMA-IR¼ homeostasis model assessment of insulin
resistance
hs-CRP¼High-sensitive C-reactive protein
HUVEC¼ human umbilical vein endothelial cells
ICAM-1¼ intercellular adhesion molecule-1
IR¼ insulin resistance
LDL-c¼ low-density lipoprotein cholesterol
PARP1¼ poly (ADP-ribose) polymerase 1
ROS¼ reactive oxygen species
SBP¼ systolic blood pressure
SOD1¼ superoxide dismutase 1
T2D¼ type 2 diabetes
TNFa¼ tumor necrosis factor-a
VCAM-1¼ vascular cell adhesion molecule-1
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Does Metformin Modulate Endoplasmic Reticulum Stress
and Autophagy in Type 2 Diabetic Peripheral Blood
Mononuclear Cells?
Noelia Diaz-Morales,1 Francesca Iannantuoni,1 Irene Escribano-Lopez,1 Celia Bañuls,1 Susana Rovira-Llopis,1
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Abstract
Since type 2 diabetes (T2D) is associated with oxidative stress andmetformin has been shown to exert a protective role
against the said stress, we wondered whether metformin treatment might also modulate endoplasmic reticulum (ER)
stress and autophagy in leukocytes of T2D patients. We studied 53 T2D patients (37 of whom had been treated with
metformin 1700mg for at least 1 year) and 30 healthy volunteers. Leukocytes from both groups of T2D patients
exhibited increased protein levels of 78-kDa glucose-regulated protein (GRP78) with respect to controls, whereas
activating transcription factor 6 (ATF6) was enhanced specifically in nonmetformin-treated T2D, and spliced X-box
binding protein 1 (s-xbp1) and phosphorylated eukaryotic initiation factor 2a (p-eIF2a) increased only in themetformin-
treated group. The autophagymarkers beclin1 (becn1), autophagy-related 7 (atg7), andmicrotubule-associated protein
1A/1B-light chain 3II/I (LC3 II/I) increased in nonmetformin-treated T2D, and metformin treatment reduced mito-
chondrial superoxide and increased glutathione (GSH) levels.Our observations raise the question ofwhethermetformin
treatment could reduce oxidative stress and act as an ER stress modulator in T2D patients by promoting an adaptive
unfolded protein response (s-xbp1 and p-eIF2a) in their leukocytes; this was in contrast with nonmetformin-treated
patientswhose response could be driven by theATF6-dependent pro-apoptotic pathway. Further, our findings lead to us
to form the hypothesis of an autophagy-dependent clearance of misfolded proteins in nonmetformin-treated T2D
patients that could be repressed by metformin treatment.—Antioxid. Redox Signal. 28, 1562–1569.
Keywords: metformin, type 2 diabetes, ER stress, autophagy, oxidative stress, PBMCs
Introduction
Type 2 diabetes (T2D) is one of the most serious healthconcerns worldwide. It is characterized by insulin re-
sistance, and its main pathophysiological mechanisms are
oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and inflamma-
tion. Available treatments for T2D include different types of
oral antidiabetic drugs, with metformin constituting one of
the most commonly used. The mechanism of action of this
biguanide lowers hepatic gluconeogenesis, which leads to a
decrease in the endogenous liver production of glucose and,
hence, a reduction in plasma levels of glucose. Although the
molecular mechanisms of metformin are not yet fully eluci-
dated, it has been described to inhibit mitochondrial complex
I and to activate AMP-activated protein kinase, thus im-
proving insulin sensitivity (6).
T2D has been widely associated with oxidative stress (4),
endoplasmic reticulum (ER) stress (7), and autophagy (8),
mechanisms that may contribute to its pathogenesis.
The ER is a crucial system for protein synthesis and sensing
stress; in fact, it initiates the unfolded protein response (UPR)
when unfolded or misfolded proteins accumulate in the cell.
Three different signaling pathways can be triggered under ER
stress conditions: protein kinase RNA-like ER kinase (PERK),
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inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), and activating transcrip-
tion factor 6 (ATF6). Seventy-eight-kDa glucose-regulated
protein (GRP78) is a chaperone protein that acts as an ER stress
sensor and controls the activation of UPR signaling through the
three UPR transducers (PERK, IRE1, and ATF6) (3). The UPR
is triggered in three ways: (a) through phosphorylation of the
eukaryotic initiation factor 2a (eIF2a) by PERK, which leads
to attenuation of protein translation; (b) through the splicing of
X-box-binding protein 1 (XBP1) messenger ribonucleic acid
(mRNA) by IRE1; and (c) through translocation of active
ATF6 to the nucleus, which promotes the expression of UPR-
related genes and of the proapoptotic CCAAT-enhancer-
binding protein homologous protein, CHOP, under chronic
stress conditions (5). Nevertheless, during severe ER stress
conditions, diverse autophagy genes are induced by the
UPR (2). Autophagy is the process by which unnecessary or
damaged organelles and aggregated proteins are degraded.
Regulation of autophagy involves proteins such as the
microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3),
Beclin1 (BECN1), and autophagy-related 7 (ATG7). Al-
though autophagy is an essential process for normal cell
development and survival during starvation conditions, it
can lead to pathological conditions when excessive.
In previous studies, our group has highlighted an induction
of ER stress and autophagy in the leukocytes of T2D patients
(7, 8). Further, we have demonstrated that metformin exerts
beneficial effects by protecting T2D leukocytes from oxida-
tive stress and leukocyte-endothelium interactions (4).
However, the effect of metformin treatment on ER stress and
autophagy has not yet been explored.
In light of the aforementioned evidence, we wondered
whether metformin treatment might modulate ER stress, au-
tophagy, and oxidative stress in peripheral bloodmononuclear
cells (PBMCs) of T2D patients. Therefore, we evaluated the
expression levels of the principal ER and autophagy markers,
as well as some oxidative stress parameters, in PBMCs of
metformin- and nonmetformin-treated T2D subjects.
Results
Anthropometric and metabolic characteristics
Our cohort was composed of 53 T2D patients (16 of
whom were not treated with metformin and 37 of whom
received it as the main antidiabetic drug) and 30 healthy
subjects whose anthropometrical and metabolic parameters
are shown in Table 1. The three groups presented similar
age and gender percentage. T2D patients presented higher
weight ( p < 0.01 in the group without metformin, and
p < 0.001 in those with metformin), body mass index (BMI,
p < 0.001), waist circumference ( p < 0.001), and systolic
blood pressure (SBP, p < 0.05) than control subjects. Glu-
cose metabolism parameters were higher in T2D patients
than in control subjects; that is, fasting glucose ( p < 0.001),
fasting insulin ( p < 0.01 in metformin-treated patients),
homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR, p < 0.05 in patients without metformin and
p < 0.001 in the metformin-treated group), and glycated
hemoglobin (HbA1c, p < 0.001). Analysis of lipid profile
revealed that T2D patients had lower levels of total cho-
lesterol ( p < 0.001), high-density lipoprotein (HDL)
( p < 0.001), and low-density lipoprotein (LDL) choles-
terol ( p < 0.05 in non-metformin group and p < 0.001 in
metformin-treated group) than controls. Triglyceride levels
were increased only in the group of metformin-treated pa-
tients ( p < 0.05). High-sensitive C-reactive protein (hs-
CRP) was elevated in T2D patients without ( p < 0.01) and
with metformin ( p < 0.001) with respect to controls. Para-
meters were BMI adjusted, as BMI is significantly higher in
T2D. On doing this, differences between the groups in SBP,
fasting insulin, triglycerides, and hs-CRP disappeared;
whereas differences in the rest of the parameters with re-
spect to controls remained as follows: glucose ( p < 0.001),
HOMA-IR ( p < 0.05), HbA1c ( p < 0.001), total cholesterol
( p < 0.001), HDL cholesterol (HDL-c) ( p < 0.01), and LDL
cholesterol (LDL-c) ( p < 0.01).
ER stress parameters
Protein expression of the ER stress indicators GRP78,
phosphorylated-EIF2a (p-eIF2a) and ATF6, and mRNA ex-
pression of spliced X-box-binding protein 1 (s-xbp1) were
measured to assess which of the ER stress pathways were
activated in PBMCs. All diabetic patients displayed higher
levels of GRP78 than controls ( p < 0.05, Fig. 1A), whereas
p-eIF2a levels were higher only among patients taking met-
formin ( p < 0.01 with respect to controls and p < 0.05 com-
pared with non-metfomin T2D, Fig. 1B), a trend that was
accompanied by enhanced levels of s-xbp1mRNA ( p < 0.001
compared with controls and p < 0.05 with respect to T2D
without metformin, Fig. 1D). Nevertheless, ATF6 was spe-
cifically increased in non-metfomin-treated patients ( p < 0.05
compared with controls, Fig. 1C); in fact, ATF6 levels in
metformin-treated T2D patients reverted to control values
( p< 0.05 with respect to the T2D group).
Autophagy levels
Nonmetformin-treated T2D patients showed higher
mRNA levels of becn1 ( p < 0.01, Fig. 2A) and atg7 ( p < 0.05,
Fig. 2B) than controls. However, patients receiving metfor-
min displayed becn1 and atg7 levels similar to those seen in
controls ( p < 0.01 with respect to non-metfomin T2D). Si-
milarly, LC3 II/I ratio was higher in non-metfomin-treated
patients ( p < 0.05 compared with controls), whereas it re-
verted to control values in metformin-treated T2D patients
( p< 0.05 compared with T2D).
Innovation
Metformin treatment is believed to reduce oxidative
stress; nevertheless, the impact of this drug on endo-
plasmic reticulum stress and autophagy in leukocytes
under type 2 diabetes (T2D) conditions has not yet been
studied. This work not only confirms the antioxidant
effects of metformin but also suggests that it is a po-
tential modulator of unfolded protein response (UPR)
and autophagy that drives T2D leukocytes to activate the
adaptive spliced X-box binding protein 1 (s-XBP1)- and
phosphorylated eukaryotic initiation factor 2a (p-eIF2a)-
dependent UPR branches. On the contrary, in non-metformin
patients, the apoptotic activating transcription factor 6
(ATF6)-dependent pathway seems to be activated to-
gether with an autophagy-dependent clearance of mis-
folded proteins.
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Oxidative stress assessment
Non-metformin-treated T2D patients presented higher
mitochondrial superoxide production than controls (Fig. 3A,
p < 0.05) and a decrease in intracellular glutathione (GSH)
content (Fig. 3B, p< 0.01). Interestingly, patients under
metformin treatment showed a decrease in mitochondrial
superoxide levels when compared with non-metfomin-
treated T2D ( p< 0.01) to similar values to those expressed in
controls (Fig. 3A). Further, an increase in intracellular GSH
levels was observed in metformin-treated patients with re-
spect to those non-treated with the drug (Fig. 3B, p< 0.05).
Discussion
We have studied how metformin treatment can modulate
ER stress, autophagy, and oxidative stress in PBMCs of T2D
patients. We demonstrate that PBMCs of T2D patients have
higher levels of GRP78 than control subjects independently
of whether or not they are receiving metformin treatment,
suggesting an increase in ER stress under diabetic conditions.
However, after evaluating in depth the three ER stress path-
ways, we observed that PBMCs of nonmetformin-treated
T2D patients presented increased protein levels of ATF6,
whereas metformin-treated patients showed increases in
s-xbp1 mRNA levels and p-eIF2a protein levels. In addition,
although PBMCs from non-metfomin-treated T2D subjects
displayed higher levels of becn1, atg7, and LC3II/I ratio than
control subjects; expression levels of these autophagy-related
genes were reverted to control values in metformin-treated T2D
patients, thus suggesting a modulating effect of metformin on
autophagy. Finally, the leukocytes of our nonmetformin-treated
T2D patients displayed higher levels of mitochondrial super-
oxide and lower levels of antioxidant defenses (GSH content),
and these levels were reverted in metformin-treated patients,
thereby confirming the antioxidant effect of this drug.
The pathophysiology of T2D involves enhanced oxidative
stress induced as a consequence of high plasma glucose, lipids,
and cytokine levels, which can trigger ER stress. The UPR is
then activated due to a loss in the ER’s capacity to handle the
excess of aberrant proteins. Previous research has shown in-
creases in ER stress markers in leukocytes of T2D patients,
especially in those with poor glycemic control, which, inter-
estingly, also exhibited enhanced levels of reactive oxygen
species (ROS) (7). Leukocytes from well-controlled T2D pa-
tients (HbA1c<7%) exhibited an adaptive response to ER
stress inwhich the IRE1UPR branchwas activated; this was in
contrast to poorly controlled patients (HbA1c>7%), in whom
the response shifted to the ATF6 branch (7).
Metformin has become the first-line therapy for the initial
treatment of T2D, and it is widely prescribed for treating
Table 1. Anthropometric, Metabolic, and Pharmacological Characteristics of the Study Population
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138.1 – 15.8* <0.05 ns
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163.6 – 37.0*** <0.001 <0.001
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Parametric data are shown as mean– SD, and nonparametric data are indicated as median (25th–75th quartiles). Proportions among
groups were compared by a Chi-Square test. Comparisons of parametric data were made by one-way ANOVA and Newman–Keuls
multiple-comparison post hoc test. Nonparametric data were compared with a Kruskal–Wallis test with Dunn’s multiple-comparison post
hoc test. Influence of BMI as a confounding variable on the studied parameters was minimized by applying a univariate general linear
model for analyzing biochemical parameters and serum lipids. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p< 0.001 when compared with controls.
ANOVA, analysis of variance; BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; DPP-4, dipeptidil peptidasa-4; GLP-1, glucagon-
like peptide-1; HbA1c, glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of
insulin resistance; hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; SBP, systolic blood pressure; SD,
standard deviation; T2D, type 2 diabetes.
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diseases related with insulin resistance. This biguanide has
demonstrated beneficial effects on oxidative stress by de-
creasing ROS production in the leukocytes of T2D patients
(4). This work demonstrates that UPR is activated in T2D
leukocytes independently of whether or not metformin is
administered, as manifested by the enhancement of GRP78
protein levels. Further, PBMCs from non-metfomin-treated
T2D patients showed higher levels of ATF6, whereas this
protein reverted to control levels in metformin-treated sub-
jects, in whom an increase in the expression levels of s-xbp1
and p-eIF2a was detected. Thus, suggesting metformin as an
ER stress modulator that drives PBMCs to the adaptive IRE1
and PERK pathways of UPR and protects them from the pro-
apoptotic branch triggered by ATF6. In addition, metformin-
treated T2D patients expressed lower levels of oxidative
stress (decreased mitochondrial superoxide levels and in-
creased intracellular GSH content) than those non-metfomin-
treated patients, thus confirming our previously reported
results obtained in a different cohort of patients (4). Taken
together, these findings pose the question of whether met-
formin promotes ER stress modulation via the regulation of
oxidative stress.
Autophagy has been widely related to ER function; in fact,
it plays an important role in maintaining the functional and
structural integrity of mitochondria and ER. Further, ER
stress triggers autophagy to promote the clearance of
misfolded proteins and counterbalance ER expansion (2). In
T2D, autophagy acts as a protective mechanism toward stress
responses in pancreatic b-cells under insulin resistance.
Nevertheless, under certain conditions, autophagic vesicles
accumulate and lead to type 2 programmed cell death. Con-
sequently, autophagy can play a protective or harmful role in
each specific situation and cell type, thus highlighting its
context-dependent role in the pathophysiology of T2D.
We have previously reported that leukocytes from T2D
patients display activation of autophagy, expressed by higher
BECN1 and LC3-II levels than those seen in healthy volun-
teers (8). In this study, we have observed that nonmetformin-
treated patients displayed higher levels of becn1, atg7, and a
higher LC3II/I ratio than controls. These parameters reverted
to control values in subjects treated with metformin, sug-
gesting a possible role of metformin in the modulation of
autophagy. We hypothesize that nonmetformin-treated T2D
subjects experience an enhancement of oxidative stress and
of the ATF6-dependent pro-apoptotic pathway, which
eventually activates autophagic responses for the cell to
eliminate misfolded proteins. In contrast, patients treated
with metformin, in whom oxidative stress seems to be
counteracted and the adaptative UPR is prompted via en-
hanced levels of s-xbp1 and p-eIF2a, seem to be able to
handle ER stress without activating autophagic mechanisms.
This hypothesis is supported by research showing that
FIG. 1. ER stress mark-
ers in T2D patients (treated
ornotwithmetformin)and in
healthy volunteers. Figure
shows bar graphs comparing
levels of relative protein ex-
pression of (A) GRP78, (B)
p-eIF2a, and (C) ATF-6 be-
tween healthy control sub-
jects and T2D patients with
and without metformin treat-
ment by Western blotting
analysis. Representative im-
ages of WB bands are shown
below each respective graph.
(D) s-xbp1 relative mRNA
expression levels. *p<0.05;
**p<0.01; ***p< 0.001 when
compared with control volun-
teers. #p<0.05 with respect to
T2D patients without metfor-
min treatment. ATF6, acti-






karyotic initiation factor 2a;
s-xbp1, spliced X-box-bind-
ing protein 1; T2D, type 2
diabetes.
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FIG. 2. Assessment of au-
tophagy markers in control
subjects and in T2D patients
with or without metformin
treatment. (A) becn1 and (B)
atg7 mRNA expression levels
in the three groups of patients.
(C) Graph showing LC3 II/I
protein expression ratio and
representative Western blot
image of LC3 I, LC3 II, and
actin. *p < 0.05; **p < 0.01;
when compared with control
volunteers. #p < 0.05; ##p < 0.01
with respect to non-metfomin-
treated T2D patients. atg7,
autophagy related protein 7;
becn1, beclin1; LC3, micro-
tubule-associated protein 1A/
1B-light chain 3.
FIG. 3. Oxidative stress parameters in leukocytes of T2D patients with or without metformin treatment and of
control subjects. (A) Levels of mitochondrial superoxide measured as MitoSOX red fluorescence and expressed as
arbitrary units. Representative images of leukocytes stained with MitoSOX (red) and Hoechst 33342 (blue) and visualized
by fluorescence microscopy. (B) Intracellular GSH content assessed by CMFDA green fluorescence and expressed as
arbitrary units. Representative images of leukocytes stained with CMFDA (green) and Hoechst 33342 (blue) and visualized
by fluorescence microscopy. *p < 0.05; **p < 0.01; with respect to control volunteers. #p < 0.05; ##p < 0.01 when compared
with nonmetformin-treated T2D patients. CMFDA, 5-chloromethylfluorescein diacetate; GSH, glutathione. To see this
illustration in color, the reader is referred to the web version of this article at www.liebertpub.com/ars
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metformin inhibits autophagy in microvascular endothelial
cells under conditions of glucose starvation (9), and by the
reported effects of metformin treatment on prostate cancer
cells, in which 2-deoxyglucose-induced expression of
Beclin-1 and LC3 is repressed by addition of metformin (1).
To sum up, our data suggest that T2D promotes ER stress,
manifested by enhanced GRP78 levels. PBMCs can respond
to this increase if metformin treatment is administered. Thus,
nonmetformin-treated patients show an increase of the
ATF6-dependent pro-apoptotic pathway of UPR, as well as a
rise in the autophagy mediators becn1, atg7, and LC3 II/I,
suggesting a possible autophagy-dependent clearance of
unfolded proteins. In contrast, in metformin-treated patients,
the adaptive branches of UPR (s-xbp1 and p-eIF2a) are po-
tentiated and levels of becn1, atg7, and LC3 II/I revert to
values similar to those seen in controls, which suggests that
metformin is a modulator of UPR response and autophagy in
PBMCs under T2D conditions. Future mechanistic studies
may reveal direct targets of metformin that mediate autop-
hagy and ER responses.
Notes
Subjects
This work is an observational, cross-sectional descriptive
study in which 53 T2D patients from our Endocrinology and
Nutrition Service (University Hospital Dr. Peset, Valencia,
Spain) and 30 healthy controls were included. T2D patients
were divided into two groups depending on whether they
were being treated or not with metformin, resulting in a
group of 16 patients without metformin treatment and 37
with metformin treatment (850mg orally twice a day for at
least 1 year). T2D patients in both groups were selected in a
way that they shared similar metabolic and anthro-
pometrical characteristics. Healthy controls of a similar age
to the T2D patients were voluntarily recruited. T2D was
diagnosed according to the American Diabetes Associa-
tion’s criteria. Diagnosis was confirmed when one or more
of the following criteria were fulfilled: (1) levels of fasting
serum glucose ‡126mg/dL; (2) random serum glucose
‡200mg/dL on at least two occasions; (3) HbA1c ‡6.5%;
and (4) antidiabetic medication. The exclusion criteria were
documented history of cardiovascular disease (stroke, is-
chemic heart disease, peripheral vascular disease, etc.),
autoimmune, infectious, inflammatory, hematological, or
malignant disease. Patients receiving treatment with insulin
were also excluded from the study.
The study was performed according to the ethical criteria
of the Helsinki Declaration and with the approval of the
Ethics Committee of the Hospital Dr. Peset. Informed con-
sent was obtained from every single participant.
Clinical and biochemical determinations
Before collecting blood samples, patients underwent a
physical examination to obtain anthropometrical information
such as weight (kg), height (m), BMI (kg/m2), waist cir-
cumference (cm), and systolic and diastolic blood pressure
(mmHg). Blood samples were obtained from the antecubital
vein and collected in appropriate analysis tubes for bio-
chemical and molecular determinations. 1500 g centrifuga-
tion was performed for 10min at 4C to obtain the serum.
Levels of total cholesterol, triglycerides, and glucose in se-
rumwere determined by enzymatic assay. HDL-c levels were
quantified with a Beckman LX20 analyzer (Beckman Corp.,
CA), and LDL-c concentration was calculated by Friede-
wald’s formula. Percentage of HbA1c was obtained with an
automatic glycohemoglobin analyzer (Arkray, Inc., Kyoto,
Japan). Fasting insulin levels were measured by im-
munochemiluminescence (Abbott, IL), and HOMA-IR was
calculated to evaluate insulin resistance (fasting insulin [lU/
mL] · fasting glucose [mg/dL]/405). High-sensitive C-
reactive protein (hs-CRP) was measured by a latex-enhanced
immunonephelometric assay.
Cell isolation
PBMCs were isolated from heparinized blood samples. Ex-
tractions were performed by incubating whole blood samples
with half a volume of dextran (3%w/v in saline solution; Sigma-
Aldrich,MO,US) for 45min at room temperature. Supernatants
were collected, placed over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden), and centrifuged at 650 g for 25min at room
temperature to obtain a stratified sample. Middle phases con-
taining PBMCs were collected and centrifugated at 650 g for
10min at room temperature. After washing with phosphate-
buffered saline (Sigma-Aldrich) and counting, an aliquot of the
sample was freshly employed for static cytometry studies,
and two identical pellets of each sample (one for real-time
polymerase chain reaction [RT-qPCR] and the other for WB
assay) were stored at -80C until use.
Real-time polymerase chain reaction
The expression of genes involved in autophagy and ER
stress was assessed by RT-qPCR analysis. Total RNA ex-
traction from PBMCs was performed by using the GeneAll
Ribospin kit (Geneall Biotechnology, Hilden, Germany). A
reverse transcriptase-polymerase chain reaction assay was
performed with the RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) by using 1 lg
Table 2. qPCR Protocol and Sequence
of the Primers
qPCR protocol
Temperature 95C 9 C5 6 C0 Melting
curveTime 10min 10 s 30 s
No. of cycles 1 40
Primers


















atg7, autophagy-related 7; becn1, beclin1; s-xbp1, spliced X-box
binding protein 1.
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of the extracted RNA. Finally, RT-qPCR was performed by
using KAPA SYBR FAST universal master mix (KAPA
Biosystems, MA) in a 7500 Fast RT-PCR system (Thermo
Fisher Scientific). A summary of the protocol steps and pri-
mer sequences is provided in Table 2. Expression Suite
software (Thermo Fisher Scientific) was employed to apply
the comparative 2-DDCt method and, hence, the relative
quantification analysis of the samples, by using GAPDH as a
housekeeping internal control.
Western blot
PBMC pellets obtained from the subjects of the study were
lysed for 15min at 4C with cell lysis buffer (20mM HEPES
pH 7.5, 400mM NaCl, 20% glycerol, 0.1mM EDTA, 10lm
Na2MoO4, 0.5% NP-40, 1mM dithiothreitol) and protease
inhibitor mixture (10mM NaF, 1mM NaVO3, 10mM PNP,
10mM b-glycerolphosphate) and then centrifuged for 15min
to discard cellular membranes. A BCA protein assay (Ther-
mo Fisher Scientific) was used for determining the protein
concentration of the samples. Mixes containing 25 lg of
protein and loading buffer solution were resolved on 13%
acrylamide (Sigma-Aldrich) gels by SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis. Proteins were then transferred onto ni-
trocellulose membranes (BIO-RAD, CA), which were
blocked at room temperature for 1 h and incubated with pri-
mary antibodies at 4C overnight.
The following primary antibodies were used: Actin
(Sigma-Aldrich), BECN1 (Abcam, Cambridge, UK), LC3
(Merk Millipore, MA, US), GRP78 (Abcam), p-eIF2a (In-
vitrogen), and ATF6 (Thermo Fisher Scientific). Blots were
incubated with the correspondent secondary antibody:
horseradish peroxidase (HRP) goat anti-rabbit (Merk Milli-
pore) or HRP goat anti-mouse (Thermo Fisher Scientific).
Developing was performed with Supersignal West Femto
(Thermo Fisher Scientific) or ECL plus reagent (GE
Healthcare, IL). A Fusion FX5 acquisition system (Vilbert
Lourmat, Marne La Vallée, France) was used to visualize the
bands, and signals were analyzed and quantified by densi-
tometry using Bio1D software (Vilbert Lourmat). All protein
values were normalized to actin.
Static cytometry assay
Isolated leukocytes were seeded in 48-well plates (150,000
cells/well) and incubated for 30min at 37C with 5 lM Mi-
toSOX Red reagent, or 1lM CellTracker Green 5-
chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) fluorescent
probes (Thermo Fisher Scientific). Hoechst 33342 nucleic
acid stain (4 lM, Sigma-Aldrich) was used to visualize nu-
clei. A fluorescence microscope (IX81; Olympus, Hamburg,
Germany) coupled with the static cytometry software
‘‘ScanR’’ was employed to measure mitochondrial produc-
tion of superoxide and intracellular GSH content.
Data analysis
The statistical analysis of data was performed by using
SPSS 17.0 Software (SPSS Statistics, Inc.). Normally dis-
tributed variables were expressed as mean – standard devia-
tion and compared with one-way analysis of variance and
Newman–Keuls multiple-comparison post hoc test, whereas
non-normally distributed variables were expressed as median
and 25th–75th quartiles and compared by means of the
Kruskal–Wallis and Dunn’s multiple-comparison post hoc
tests. To compare proportions among groups, a Chi-Square
test was performed. Possible confounding variables, such as
BMI, were used as covariates to generate a univariate general
linear model for analyzing biochemical parameters and serum
lipids. For all the tests, a confidence interval of 95% was used
and differences were considered significant when p< 0.05.
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ATF6¼ activating transcription factor 6
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eIF2a¼ eukaryotic initiation factor 2a
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HDL-c¼ high-density lipoprotein cholesterol
HOMA-IR¼ homeostasis model assessment of
insulin resistance
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LDL-c¼ low-density lipoprotein cholesterol
mRNA¼messenger ribonucleic acid
PBMC¼ peripheral blood mononuclear cell
p-eIF2a¼ phosphorylated eukaryotic initiation
factor 2a
PERK¼ protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase
ROS¼ reactive oxygen species
RT-qPCR¼ real-time polymerase chain reaction
SBP¼ systolic blood pressure
s-xbp1¼ spliced X-box-binding protein 1
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UPR¼ unfolded protein response
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